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INTRODUÇÃO

O tratamento da Síndrome da Imunodeficiência Ad-
quirida (AIDS) tem mostrado grande evolução, a partir de
1983-84, quando se deu a identificação da etiologia ser viró-
tica1,13,19. No princípio, foi utilizada a droga zidovudine6 e
depois, uma combinação com nucleosídeos análogos 5,12 ,
que foram desenvolvidos, em função dos nucleosídeos na-
turais necessários à replicação dos vírus20. Recentemente,
tem sido aplicada aos pacientes uma combinação de drogas
que têm como alvo a protease do vírus da imunodeficiência
humana (HIV)8.

A introdução dos inibidores de protease do HIV foi
feita, a partir de 1996, para uso em combinação com os inibi-
dores da transcriptase reversa do vírus10 e os compostos
foram desenvolvidos por meio da técnica de modelagem
molecular, baseando-se na estrutura cristalina da protease
do vírus. Os inibidores de protease são moléculas grandes
e lipofílicas, sendo metabolizados e eliminados do organis-
mo, principalmente pela ação da isoenzima CYP3A4 do cito-
cromo P-4502. Porém, esta enzima é responsável pela grande
variabilidade entre os indivíduos e, fármacos utilizados em
associações podem inibir ou induzir a inativação de uma

das drogas20, como é o caso do indinavir, um dos primeiros
inibidores da protease. Pertencem também a este grupo o
saquinavir, ritonavir e nelfinavir10.

Tratamentos que se mostraram promissores con-
tinham dois inibidores de proteases14,17 e quando as en-
zimas do citocromo P450 eram inibidas, aumentaram os
níveis plasmáticos das drogas, produzindo efeito antivi-
ral15,16,24 .

Indinavir, hidrato de sulfato de N-(2(R)-hidroxi-1(S)-
indanil)-2(R)-(fenilmetil)-4(S)-hidroxi-5-[1-[4-(3-piridimilme-
til)-2(S)-(N-terc-butilcarbamoil)piperazinil]]-pentanamida
(FIGURA 1)11 é um inibidor específico e potente da protease
do vírus da imunodeficiência humana tipo 1 (HIV-1). Em
cultura de células, o composto interferiu na replicação do
vírus, resultando na produção de partículas virais imaturas
e não infecciosas4,9.

Estudos clínicos envolvendo pacientes infectados
com HIV7,8 demonstraram que a combinação de indinavir e
nucleosídeos análogos foi eficiente na diminuição do nível
de RNA viral no sangue. O indinavir apresentou uma meia
vida de cerca de 2 horas e um perfil farmacocinético não
linear devido ao seu metabolismo oxidativo dose-depen-
dente18,26.
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FIGURA 1 - Estrutura molecular do Indinavir base

A proposta deste trabalho foi avaliar e validar a me-
todologia descrita no Fórum da Farmacopéia Americana,
edições de 2000 e 200122,23, para aplicação em forma farma-
cêutica de cápsula e matérias-primas, uma vez que a meto-
dologia ainda não consta na Farmacopéia Americana USP
27, edição de 200421.

MATERIAL E MÉTODOS

a) Reagentes
O padrão secundário de sulfato de indinavir foi cedi-

do pela Ranbaxy Laboratories Limited. Amostras de maté-
ria-prima e produto final sob a forma de cápsulas foram ob-
tidas de laboratórios nacionais. Os reagentes utilizados fo-
ram de grau analítico e os solventes, de grau HPLC.

Tampão citrato – Foram pesados 3,7 g de citrato de
sódio p.a. e 1,6 g de ácido cítrico p.a. para 1000 mL de água
destilada. O pH foi acertado para 5,0 ± 0,1, utilizando hidró-
xido de sódio 1 N quando necessário.

Fase móvel – Foi utilizada uma mistura do tampão
citrato e acetonitrila na proporção de 55:45.

Preparação do padrão – O padrão foi preparado em
fase móvel para obtenção de concentração final de cerca de
0,3 mg/mL, isto é, cerca de 15 mg de sulfato de indinavir em
50 mL de solvente.

Preparação da amostra de matéria-prima – A amos-
tra foi preparada em fase móvel para obtenção de concen-
tração final de cerca de 0,3 mg/mL.

Preparação da amostra de produto final (cápsula)
– Após determinação de peso médio do conteúdo das cáp-
sulas, foi pesada analiticamente quantidade corresponden-
te a cerca de 15 mg do princípio ativo e transferida para
balão volumétrico de 50 mL, com auxílio da solução da fase
móvel, para obtenção de concentração final de cerca de 0,3
mg/mL de princípio ativo. Após mistura, a solução da amos-
tra foi filtrada por membrana de polietileno de porosidade
de 0,45 µm.

b) Sistema Cromatográfico
Foi utilizado o cromatógrafo líquido, marca TSP

(SpectraSYSTEM da Thermo Separation Products Inc.), com
detectores UV/VIS SCM, degaseificador SCM 1000, bomba

de gradiente P4000, autosampler AS3000/35000, loop de
100 µL, pré-coluna. A coluna utilizada foi da marca Merck,
de comprimento de 12,50 cm e diâmetro interno 4,6 mm, vo-
lume de 0,50 mL e com Superspher 60 RP 8, com diâmetro da
partícula L7 (octilsilano quimicamente ligado a partículas de
sílica porosas)  de 5,0 µm. Integrador e registrador incorpo-
rados ao cromatógrafo.

Para as análises, foi utilizado o sistema isocrático,
com detector na região ultravioleta no comprimento de onda
de 260 nm, velocidade de fluxo de cerca de 1,0 mL por minu-
to, temperatura da coluna em 40 °C e tempo de corrida de
dez minutos. A preparação do padrão foi injetada cinco ve-
zes e cada uma das triplicatas da amostra foi injetada três
vezes, sendo utilizado volume de 20 µL por aplicação. Fo-
ram fixados, eficiência da coluna como não inferior a 4 mil
pratos teóricos, fator de simetria não maior que 2,0 e desvio
padrão relativo para as injeções de réplicas, valores não
maiores que 1,0%.

c) Cálculo de potência das amostras
As quantidades (em %) de Indinavir base na maté-

ria-prima e no produto final foram calculadas segundo as
fórmulas (1) e (2), respectivamente:

Aa x Pp x 50 x 100 x 613,8 x Pot  = Teor (%) (1)
         Ap x 50 x Pa x 711,8

Aa x Pp x 50 x PM x 100 x 613,8 x Pot  = Teor (%) (2)
         Ap x 50 x Pa x 400 x 711,8

Onde: 711,87 é o peso molecular de sulfato de indi-
navir; 613,8 é o peso molecular de indinavir base; Pot é a
potência do padrão; Aa e Ap são as respostas em área dos
picos das preparações de amostra e padrão, respectivamen-
te; Pa e Pp são massas da amostra e padrão, respectivamen-
te; PM é o peso médio do conteúdo das cápsulas e 400 é o
valor nominal (em mg) de princípio ativo na forma de base.
A potência do padrão foi obtida por determinação prévia da
sua umidade pelo método de Karl Fischer e o teor de etanol,
por cromatografia gasosa, conforme metodologia do Fórum
da Farmacopéia Americana, edição de 200123.

d) Procedimentos de Validação
Os procedimentos de validação adotados para este

estudo foram baseados na Farmacopéia Americana USP 2721

e Validação de Causon3.
Exatidão e precisão foram determinadas por meio do

teste de recuperação em três concentrações, sendo 70, 100
e 130% da concentração nominal do produto final (400 mg
do princípio ativo/cápsula) e cada concentração foi testada
em triplicata.

Exatidão e precisão intermediárias foram determina-
das nas mesmas três concentrações anteriormente citadas,
pesando-se 100 mg do princípio ativo para 50 mL de solu-
ção de fase móvel e diluindo-se 5,25, 7,5 e 9,75 mL para 50
mL para obtenção de concentrações nominais de 70, 100 e
130%, respectivamente.

A faixa de linearidade da curva de calibração foi de-
terminada para matéria-prima e produto final cápsula, sendo
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a faixa de concentração do teste entre 0,2 mg/mL e 0,4 mg/
mL. O efeito da matriz na linearidade da curva de calibração
foi estudado pela adição de excipientes comumente utiliza-
dos pelas indústrias. A massa de excipiente utilizada foi de
aproximadamente 11,5 mg e cada concentração foi avaliada
em triplicata, com cada réplica analisada em triplicata tam-
bém.

Para determinação do tempo de retenção da matéria-
prima de indinavir, foram realizados estudos para avaliação
da influência das substâncias consideradas impurezas que
podem eventualmente contaminar um lote, sendo estas, o
aminoindanol, piperazina bis-alquilada e lactona. Para tal,
foi preparada uma solução com concentração final de 5 µg
de cada uma destas substâncias.

Resultados e discussão

A metodologia utilizada foi baseada na monografia
constante no Fórum da Farmacopéia americana, edição de
200123, para matéria-prima de sulfato de indinavir, com adap-
tações para as condições do laboratório e produto final na
forma farmacêutica de cápsulas.

Um estudo prévio do espectro de indinavir em fase
móvel confirmou que em 260 nm, a substância apresentava
absorbância significativa como recomendado pelo Fórum
da Farmacopéia americana23. Conforme pode ser observado
na FIGURA 2, a presença de impurezas não interferiu no
tempo de retenção do indinavir nem apresentou sobreposi-
ção entre si, demonstrando ser um método preciso e especí-
fico. A exatidão do método foi demonstrada pelos resulta-
dos da Tabela 1 referentes ao teste de recuperação das amos-
tras que apresentou variação de 99,8 a 103,6% para a série
de concentrações testadas.

FIGURA 2 - Efeito da matriz na linearidade da curva de
calibração de indinavir. (p) e (•) representam amostras de
Indinavir sem e com excipientes, respectivamente. (.....) Curva
de calibração de Indinavir  matéria-prima sem excipientes, cuja
equação foi y=-233392 + 1,32 x 107 x, onde coeficiente de
correlação r2 = 0,9997. ( __ ) Curva de calibração de Indinavir
matéria-prima com excipientes, cuja equação foi y=-1611 +
1,32 x 107 x, r2 = 0,99

TABELA 1 –  Teste de recuperação das amostras

Concentração das amostras
(em % da concentração nominal
de 400 mg de princípio ativo)

Recuperação
média (em %)

Recuperação
Intermediária
média (em %)

70

100

130

Recuperação média global:

100,20 ± 0,07

100,17 ± 0,27

100,08 ± 0,09

100,15 ± 0,06

103,60 ± 2,30

100,80 ± 0,01

99,80 ± 2,60

101,4 ± 2,4

As equações das curvas de calibração da FIGURA 3
foram obtidas pela relação da área do pico obtido em função
da concentração nominal do indinavir. Para esta determina-
ção foram utilizadas concentrações da faixa de 0,2 a 0,4 mg/
mL do fármaco e as equações, obtidas por regressão linear.
As equações das retas (a) e (b) são coincidentes, corres-
pondendo, respectivamente, às amostras sem e com excipi-
entes, além dos coeficientes de correlação terem sido supe-
riores a 0,999. Como esperado, não foi observada interfe-
rência dos excipientes na determinação da curva de calibra-
ção do indinavir e as curvas de calibração mostraram uma
linearidade na faixa de concentrações testadas, isto é, 0,2 e
0,4 mg/mL.

FIGURA 3 – Cromatograma do padrão de indinavir e impurezas
comumente encontradas na matéria-prima. Onde: (1)
aminoindanol, tempo de retenção (tr) do pico foi 1,837 min; (2)
bis-alquil-piperazina,  tr - 2,658 min; (3) substância desconhecida
não caracterizada, tr  - 4,032 min; (4) indinavir, tr - 6,403 min; (5)
lactona, tr - 9,702 min.

Para calcular o teor de indinavir, apesar de parecer
uma observação óbvia, foi importante, determinar a potên-
cia do padrão, considerando-se os teores de etanol e umi-
dade intrínsecos. Estes valores, normalmente, são indica-
dos pelo fabricante, porém, caso contrário, devem ser deter-
minados pelo laboratório antes das análises.

No Laboratório de Controle de Medicamentos, Cos-
méticos, Domissanitários e Produtos Afins e as Respecti-
vas Matérias-Primas da Faculdade de Ciências Farmacêuti-
cas da USP (Confar), este método de doseamento tem sido
utilizado, nos últimos meses, com bastante eficiência em
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amostras procedentes de vários laboratórios, seja na forma
de matérias-primas ou produtos finais na forma de cápsulas
e um levantamento de mais de 110 amostras na forma de
cápsulas apresentou teor de indinavir base de 400,6 ± 9,3
mg/cápsula ou 100,2% do valor rotulado, resultado expres-
sivo do bom desempenho do método adotado.

Conclusão

As metodologias descritas nas edições de 2000 e
2001 do Fórum da Farmacopéia Americana22,23 podem ser
aplicadas para determinação de indinavir em matérias-pri-
mas e em produtos terminados na forma de cápsulas, com
as adaptações e ajustes locais, mostrando-se específico,
eficiente, seguro e rápido, tanto que foi testado e apresen-
tou bons resultados em amostras de diversas origens.

Recomenda-se obter uma curva de calibração para
cada conjunto de amostras a serem analisadas. Portanto,
apesar das monografias para indinavir matéria-prima e pro-
duto final cápsula ainda não constarem como oficiais na
Farmacopéia Americana USP 2721, a metodologia apresen-
tou boa aplicabilidade nos produtos testados no laborató-
rio.
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Introdução

As espécies reativas de oxigênio (ERO) são for-
madas normalmente durante o metabolismo celular, ou
seja, são subprodutos do metabolismo da mitocôndria,
do citocromo P450, da ativação de células inflamatórias,
entre outros. Elas também podem ser formadas devido à
ação química e física a agentes como radiação γ, UVA e
H

2
O

2.  
Quando ocorre um aumento das ERO e/ou uma

diminuição da capacidade  antioxidante, os radicais li-
vres são capazes de lesar componentes celulares, inclu-
sive o DNA, modificando sua estrutura e/ou função e
gerando o estresse oxidativo10.

Compostos fenólicos abrangem um grande grupo de
flavonóides que estão presentes em vegetais, frutas, vinho
e chá13,17. Eles contribuem para o sabor, odor e coloração de
diversos vegetais, sendo muitos desses economicamente
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importantes pela utilização como flavorizantes e corantes
de alimentos e bebidas4,13.

A capacidade dos polifenóis vegetais em atuar como
antioxidantes nos sistemas biológicos já foi reconhecida
nos anos trinta1, entretanto, o mecanismo antioxidante foi
ignorado até pouco tempo. Para alguns derivados de áci-
dos fenólicos, tem sido relatada a excelente propriedade de
quelação do ferro e de outros metais de transição, e neutra-
lização da ação oxidativa dos radicais livres3,6,8. Estudos
realizados demonstraram que os polifenóis presentes no
chá verde (Camellia sinensis) apresentam bioatividades
importantes em certas patologias como: diabetes mellitus,
cardiopatias, infecções virais, inflamações e em doenças
degenerativas, como o câncer e o envelhecimento. Evidên-
cias sugerem que a ingestão diária de antioxidantes, princi-
palmente compostos fenólicos, é capaz de retardar o apare-
cimento destas doenças5.


