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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR
SIMULTANEOUS DETERMINATION OF THE IMPURITIES THYMINE AND THYMIDINE IN STAVUDINE BULK DRUG. A
HPLC method was developed to quantify thymine and thymidine impurities in stavudine bulk drug. The separation was carried out
in isocratic mode using methanol/water (20:80) as mobile phase, a C,; column and UV detection at 266 nm. The method provided
selectivity based on peak purities and resolution among peaks. It was linear over the range of 0.5-5.0 ug/mL. The quantitation limits

were 0.021 pg/mL for thymine and 0.134 ug/mL for thymidine. The average accuracies of three concentrations ranged from 97.06 to
102.61% and precision was close to 1%. The method showed robustness, remaining unaffected by deliberate variations in relevant

parameters.
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INTRODUCAO

A Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) € uma do-
enga infecciosa provocada pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV). O HIV € um retrovirus com genoma RNA, que necessita,
para multiplicar-se, da enzima transcriptase reversa, responsdvel pela
transcri¢do do RNA viral para DNA, que pode, entdo, se integrar ao
genoma da célula do hospedeiro.!

As conseqiiéncias clinicas da infec¢éo pelo virus HIV devem-se a
sua capacidade em desarmar o sistema imune, devido a deple¢@o dos
linf6citos CD4-positivos (CD4+), tornando o hospedeiro infectado
suscetivel as infec¢des oportunistas fatais.'

O principal objetivo da terapia anti-retroviral € retardar a pro-
gressdo da imunodeficiéncia e/ou restaurar, tanto quanto possivel,
a imunidade, aumentando o tempo e a qualidade de vida da pessoa
infectada.’

Um dos farmacos utilizados na terapia anti-retroviral € a esta-
vudina. Trata-se de um inibidor da transcriptase reversa andlogo de
timidina, um nucleosideo de ocorréncia natural. Ao ser rapidamente
fosforilada por enzimas quinases celulares, gera-se um metabdlito
ativo, o trifosfato de estavudina que, por sua vez, impede a replica-
¢do do HIV. Hd inibi¢do da enzima transcriptase reversa do HIV por
competicdo com o substrato natural trifosfato de desoxitimidina,
resultando na finaliza¢do prematura da sintese do DNA viral.?

A timina e a timidina s3o descritas como sendo as principais
impurezas relacionadas a estavudina (Figura 1). A timina € conside-
rada o principal produto de degradacdo da estavudina. Em estudos de
andlise térmica, o aquecimento da estavudina, apds a fusdo, promoveu
a decomposi¢do do farmaco e formacdo da timina como produto
principal.* Relatou-se também que a timina € o principal produto da
degradagdo hidrolitica e oxidativa da estavudina.’ A timidina pode
ser considerada uma impureza de sintese uma vez que € descrita
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como sendo um precursor quimico utilizado em diferentes rotas de
sintese da estavudina.®’
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Figura 1. Estruturas quimicas da timina, timidina e estavudina

Viérios métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), com deteccio na regido do ultravioleta ou por espectrometria
de massas, para a quantificacio da estavudina, isolada ou associada a
outros anti-retrovirais, encontram-se disponiveis na literatura, prin-
cipalmente envolvendo sua determinag@o em fluidos bioldgicos.* !
Também € descrito um método alternativo, por espectrofotometria
derivada, para a determina¢@o simultanea de estavudina e lamivudina
em dose fixa combinada.'

Santoro et al.'” desenvolveram e validaram um método por
CLAE, em modo isocritico e detec¢do no ultravioleta (265 nm),
para a quantifica¢@o simultinea de estavudina e timina em cdpsulas.'®
Recentemente, a Organizagdo Mundial da Satide (OMS)" e a Uni-
ted States Pharmacopeia® publicaram a monografia de estavudina
matéria-prima, na qual estd descrito um método para a determinacdo
das impurezas (timina e timidina) presentes na estavudina. Trata-se
de um método por CLAE, com elui¢do em gradiente, cujo tempo de
durag@o € de 40 min.

Apesar dos vdrios métodos citados para a quantificagdo da esta-
vudina, constatou-se a auséncia de publicacdes que descrevam um
método de CLAE, em modo isocritico, para o controle de qualidade
da matéria-prima estavudina, que permita a determinacdo simultianea
das duas principais impurezas, timina e timidina.
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No presente trabalho € descrito um método por CLAE, em fase
reversa, modo isocratico e deteccdo no ultravioleta, desenvolvido e
validado para a determinacio simultanea das principais impurezas
(timina e timidina) na estavudina matéria-prima. Pela sua simplici-
dade e rapidez, o método pode ser aplicado em andlises rotineiras de
controle de qualidade da matéria-prima estavudina.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais

Padrées de trabalho

Estavudina (Instituto Vital Brasil S.A., Rio de Janeiro, Brasil —
teor: 100,23%), timina (Sigma Aldrich, Alemanha — teor: minimo
de 99%), timidina (Sigma Aldrich, Alemanha — teor: minimo de
99%).

Reagentes
Metanol (Merck, Darmstadt, Alemanha), dgua ultrapura obtida
por sistema Milli-Q-Plus (Millipore, USA).

Matérias-primas

Estavudina matéria-prima 1 (Labogem S/A Quimica Fina e
Tecnologia, Sdo Paulo, Brasil), estavudina matéria-prima 2 (Shin
Sei Kye Chemical Corporation, Coréia).

Equipamentos e condi¢cées cromatograficas

Cromatodgrafo a liquido de alta eficiéncia Hewlett Packard, HP
1100, equipado com bomba quaternaria HP 1100, forno de coluna,
auto-injetor HP 1100, detector UV-Vis DAD HP 1100. Os dados
cromatograficos foram analisados usando o programa HP Chem
Station. Utilizou-se coluna Merck LiChrospher® capeada C18 (5 um,
250 x 4,6 mm d.i.), Lote L647933, mantida a 30 °C. A fase mével
era constituida de mistura de 20 partes de metanol e 80 partes de
dgua ultrapura. O fluxo da fase mével foi de 1,0 mL/min, o volume
de inje¢do de 20 pL e a detecgdo em 266 nm.

Método

Solugdo padrdo estoque de timina e timidina

Transferiram-se cerca de 5 mg de timina e 5 mg de timidina
para baldo volumétrico de 50 mL. Acrescentaram-se 35 mL de dgua.
Deixou-se em banho de ultra-som por 20 min. Completou-se o volume
com o mesmo solvente. A solu¢do padrio estoque de timina e timidina
apresentou a concentracdo final de 100 ug/mL, para cada substancia.

Solugdo padrdo diluida de timina e timidina

Transferiu-se 1 mL da solucéo padrio estoque de timina e timidina
para baldo volumétrico de 50 mL. Completou-se o volume com a fase
movel. A solucio resultante foi filtrada em membrana de 0,45 um. A
concentracio final de 2 pg/mL, para cada substancia, foi considerada
a concentragdo de trabalho, o que corresponde ao limite maximo de
0,5% de cada impureza presente na estavudina.

Solugdo padrdo de estavudina, timina e timidina

Transferiram-se cerca de 20 mg de padrdo de estavudina para
baldo volumétrico de 50 mL. Acrescentaram-se, aproximadamente,
35 mL de fase mdvel. Deixou-se em banho de ultra-som por 10 min.
Transferiu-se 1 mL da solucdo padrio estoque de timina e timidina
para o mesmo baldo volumétrico. Completou-se o volume com a
fase mével. A solucdo resultante foi filtrada em membrana de 0,45
um. A solucdo padrdo de estavudina, timina e timidina apresentou
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as concentragdes finais de 400 pug/mL de estavudina e de 2 ug/mL
de cada impureza, respectivamente.

Solugdo padrao de estavudina

Transferiram-se cerca de 20 mg de padrdo de estavudina para
baldo volumétrico de 50 mL. Acrescentaram-se, aproximadamente,
35 mL de fase mével. Deixou-se em banho de ultra-som por 10 min.
Completou-se o volume com a fase mével. A solucdo resultante foi
filtrada em membrana de 0,45 pm. A concentragdo final de 400 ug/
mL de estavudina foi considerada a concentragd@o de trabalho.

Solugdo amostra (matéria-prima)

Transferiram-se cerca de 20 mg de estavudina matéria-prima para
baldo volumétrico de 50 mL. Acrescentaram-se, aproximadamente,
35 mL de fase mével. Deixou-se em banho de ultra-som por 10 min.
Completou-se o volume com a fase mével. A solucdo resultante foi
filtrada em membrana de 0,45 um. A solu¢do amostra apresentou
concentracdo final de 400 pug/mL.

Validacao

Os parametros de validac¢@o avaliados foram os designados no
Guia International Conference on Harmonisation (ICH),” para méto-
dos de quantificag¢@o de impurezas, a saber, seletividade, linearidade,
precisdo intra-dia e inter-dias, exatiddo, limites de quantificagdo e de
deteccdo e robustez.

Seletividade

Demonstrou-se a seletividade por meio da completa separagdo
entre os picos do padrio de estavudina, de timina e timidina, andlise
dos pardmetros cromatograficos: resolugdo, fator de cauda e fator
de retencdo e andlise da pureza dos picos tracando-se espectros no
ultravioleta em cinco pontos diferentes de cada pico.

Linearidade

Transferiram-se aliquotas adequadas da solugdo padrio estoque
de timina e timidina para baldes volumétricos de 50 mL de modo a
obter, apés diluicdo com a fase mével, concentragdes de 25, 50, 100,
150,200 e 250% da concentragdo de trabalho, estipulada como sendo
de 2 pg /mL. As solucdes foram injetadas em triplicata. Tracou-se
a curva analitica para cada substancia. Calcularam-se a equagdo de
regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, o coeficiente
de correlagdo (r) e o intercepto da curva com o eixo Y, e avaliou-se a
distribui¢do normal dos residuos (teste Shapiro-Wilk).

Precisao

Precisdo intra-dia

Prepararam-se 6 solugdes padrdo diluida de timina e timidina.
As solugdes foram injetadas em duplicata. A precisdo intra-dia foi
expressa como o desvio padrdo relativo (DPR) das determinacdes
realizadas para cada substancia, no 1° dia.

Precisdo inter-dias

Prepararam-se 6 solugdes padrdo diluida de timina e timidina.
As solugdes foram injetadas em duplicata. A precisdo inter-dias foi
expressa como o DPR das 12 determinagdes realizadas para cada
substancia (reunido dos dados obtidos no 1° e no 2° dia).

Exatidao

Prepararam-se 3 solucdes dos padrdes de impureza contendo
quantidade exatamente pesada de timina e timidina equivalente a
50, 100 e 150% da concentracdo de trabalho, correspondendo a 1, 2
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e 3 ug/mL. Prepararam-se, também, solugdes padrdo de estavudina,
na concentrago final de 400 ug/mL, adicionadas de quantidade exa-
tamente pesada de timina e timidina equivalente a 50, 100 e 150%
da concentragdo de trabalho de cada impureza. Prepararam-se trés
solucdes para cada concentragdo. As solucdes foram injetadas em du-
plicata. A exatiddo foi expressa como a porcentagem de recuperagao
(%RE) dos analitos adicionados a estavudina.

Limites de quantificacdo e de detec¢cdo

Os limites de quantifica¢do (LQ) e de detecgdo (LD) para timina
e timidina foram estimados utilizando-se os valores de desvio padrdao
(o) do intercepto da linha de regressao, a inclinagdo (s) das curvas
analiticas de cada substincia e as expressoes:

LO= 06 ,p_330
s s
Robustez,

Foram feitas alteragdes deliberadas nos seguintes parametros:
fluxo da fase movel (0,8 e 1,2 mL/min), temperatura (27 e 35 °C) e
colunas. Utilizaram-se trés colunas, do mesmo lote da indicada em
Materiais, denominadas A, B e C e classificadas pelo tempo de uso: A
(coluna nova, ainda nao utilizada), B (coluna utilizada unicamente no
desenvolvimento do método) e C (coluna utilizada por longo tempo
em andlises diversificadas e de rotina no laboratério). Prepararam-
se duas solugdes padrdo de estavudina, timina e timidina para cada
modificac@o. As solucdes foram injetadas em duplicata. Calculou-se
aresolugdo entre os picos de timina e timidina e entre os de timidina
e estavudina, apds a modificagdo de cada pardmetro. Realizou-se
também a andlise de variancia (ANOVA de uma classificagdo p <
0,05) entre as dreas de timina e timidina obtidas a partir do método
validado e das condi¢des cromatogréficas alteradas.

Determinacio do teor de timina e timidina na estavudina
matéria-prima

Prepararam-se solugdes amostra das duas matérias-primas (1
e 2) e padrdo de estavudina, timina e timidina. As solu¢des foram
injetadas em triplicata. Calculou-se o teor de timina e timidina nas
solucdes amostra a partir das dreas obtidas com a solugdo padrio de
estavudina, timina e timidina.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para iniciar o desenvolvimento do método de separagio e quanti-
ficac@o de timina, timidina e estavudina, por CLAE, em fase reversa,
foi consultada a monografia da zidovudina descrita na United States
Pharmacopeia," onde estéo relatadas as seguintes condigdes croma-
tograficas para a quantificagdo de zidovudina e timina: coluna C,,
fase mével constituida de metanol e dgua (20:80), detec¢do em 265
nm e fluxo de 1 mL/min. Este método foi considerado referencial ja
que a zidovudina apresenta propriedades fisico-quimicas semelhantes
as da estavudina. A zidovudina € um farmaco anti-retroviral andlogo
do nucleosideo timidina. E ligeiramente soltivel em dgua, o valor de
pka é de 9,7 e apresenta maximo de absorc¢do em 266,5 nm em agua.
A estavudina, por sua vez, € soldvel em dgua, o valor de pka é de 10
e apresenta méaximo de absor¢do em 266 nm em dgua.’!

Considerando estes fatos, decidiu-se aplicar e, em seguida, oti-
mizar, o método anteriormente descrito. A proporcao de 20 partes de
metanol e 80 partes de d4gua na fase mével promoveu forca de elui¢do
adequada, resultando em baixos tempos de reten¢@o dos analitos, sem
provocar prejuizos na resolucdo. Estabeleceu-se que o comprimento
de onda de detecgdo seria 266 nm, devido a maior absortividade, nesse
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comprimento de onda, da estavudina e de suas substancias relaciona-
das. Na Figura 2 estd representado o cromatograma da separagao de
timina, timidina e estavudina nas condicdes adaptadas.

2500

2000
estavudina

1500

timina

mAU

1000

timidina
500

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Minutos

Figura 2. Separagdo da timina (3,170 min), timidina (3,810 min) e estavudina
(5,319 min). Condigoes: coluna Co 250 mm x 4 mm, fase movel MeOH/H,0
(20:80), fluxo 1,0 mL/min, detec¢do 266 nm, temperatura 30 °C, volume de
inje¢do 20 pL, cromatografo HP 1100

Validacao

Seletividade

Os picos cromatograficos (Figura 2) correspondentes a timina,
timidina e estavudina apresentaram completa separac¢do em linha de
base. Na Tabela 1 estdo indicados os valores de resolucdo entre os
picos e os respectivos fatores de cauda e de retengdo. A resolucio
superior a 1,5 atesta a qualidade da separagdo cromatografica. Os
fatores de cauda préximos da unidade demonstram a simetria dos
picos, o que € preferencial para a quantificacdo inequivoca dos ana-
litos. Os fatores de reten¢@o encontram-se dentro da faixa de 0,5 a
20, demonstrando a forca eluente adequada da fase mével."”

Tabela 1. Parametros cromatograficos demonstrativos da seletividade
do método: resolugdo, fator de cauda, fator de retencio dos picos da
timina, timidina e estavudina

Pardmetro cromatografico Timina Timidina Estavudina
Resolugio - 3,141 6,079
Fator de cauda 1,074 1,036 0,964
Fator de retencdo 0,60 0,91 1,7

Foram tracados os espectros no ultravioleta dos picos cromatogra-
ficos em 5 pontos diferentes. Todos os espectros de cada substancia
se sobrepuseram, demonstrando a pureza dos picos e confirmando a
seletividade do método.

Linearidade

Na Tabela 2 sdo apresentadas as equagdes das curvas analiticas
de timina e timidina, calculadas pelo método dos minimos qua-
drados. Também constam da tabela os coeficientes de correlacio,
que foram superiores a 0,999, indicando forte correlagdo linear
entre as concentragdes das substancias e as dreas dos picos. De
acordo com as andlises estatisticas realizadas, os interceptos nao
foram diferentes de zero, para o nivel de significancia de 5% (p>
0,05). A avaliacdo dos residuos (teste Shapiro-Wilk) demonstrou a
distribuicido normal dos dados, indicando a adequacgdo do modelo
linear (p> 0,05). Todos os dados apresentados sdo demonstrativos
da linearidade do método.
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Tabela 2. Andlises estatisticas demonstrativas da linearidade do
método: intervalo linear, equacdes das curvas analiticas de timina e
timidina, coeficientes de correlag@o e desvios padrdes dos interceptos
e das inclinacdes

Parametros estatisticos Timina Timidina
Intervalo linear 0,5-5,0 pgmL
Intercepto -0,1202 0,3220
Inclinacdo 33,2892 22,4692
Coeficiente de correlacdo 0,9999 0,9997
Desvio padrao do intercepto 0,0692 0,3014
valor-p intercepto 0,10126 0,30116
Desvio padrao da inclinagio 0,0228 0,0993
valor-p inclinagdo 1,959E-42 1,789E-29

Precisdo

Os resultados das precisdes intra-dia e inter-dias estdo indicados
na Tabela 3. Os valores de DPR intra-dia e inter-dias da timina e timi-
dina, proximos a 1%, atestam a precisdo do método. Segundo Snyder
et al.,”? para anélise de impurezas presentes em baixas concentragdes
aceita-se que o valor de DPR ndo ultrapasse 5 ou 10% dependendo
da complexidade da amostra.

Exatiddo

A exatiddo foi avaliada por meio da porcentagem de recupera-
¢do da timina e da timidina, nas concentragdes 50, 100 e 150% da
concentracio de trabalho. As recuperagdes variaram entre 97,06 e
102,61%, nas trés concentracdes, o que possibilitou demonstrar a
exatiddo do método (Tabela 4).

Limites de quantificacdo e de detec¢do
Os limites de quantificag@o, para timina e timidina, foram de
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0,021 e 0,134 pg/mL, respectivamente, e os de deteccio, para timina
e timidina, foram de 0,007 e 0,044 pg/mL, respectivamente.

Robustez

As dreas dos picos de timina e timidina obtidas a partir do método
validado e em cada parametro modificado estéio indicadas na Tabela 5.
Os valores de resolug@o entre timina e timidina e entre timidina e esta-
vudina foram sempre superiores ou iguais a 3, indicando que pequenas
variacdes dos pardmetros ndo alteraram a separaco entre 0s picos.

De acordo com a analise estatistica realizada (ANOVA de uma
classifica¢@o p < 0,05), ndo foi verificada diferenga estatisticamente

Tabela 3. Média das dreas dos picos de timina e timidina, obtidas em
dois dias diferentes e valores de DPR (%) demonstrativos da precisdo
intra-dia e inter-dias

Timina Timidina
Média das areas (dia 1) (n = 6) 70,79 45,79
DPR intra-dia 1 0,94 0,53
Meédia das areas (dia 2) (n = 6) 69,44 45,90
DPR intra-dia 2 (n = 6) 0,62 1,01
DPR inter-dias (dias 1 e 2) (n=12) 1,26 0,78

Tabela 4. Médias (n = 3) das porcentagens de recuperagio da timina
e da timidina, nas concentragdes 50, 100 e 150% da concentracio de
trabalho, demonstrativas da exatidio do método

Porcentagem de recuperacéo (n = 3)

Concentrag@o . o
Timina Timidina
50% 97,06 98,56
100% 100,89 99,82
150% 98,79 102,61

Tabela 5. Areas dos picos de timina e timidina obtidos a partir dos pardmetros cromatogréficos do método validado e dos pardmetros modifi-
cados deliberadamente para demonstrar a robustez do método, e valores de resolucdo entre timina e timidina e timidina e estavudina

Areas timina Areas timidina Resolugao TT! Resolugdo TE?
70,88 46,34 33 6,7
71,34 46,55 33 6,7
Pardmetros cromatograficos do método validado 70,49 45,32 4,0 7,0
70,24 45,21 4,0 7,0
71,88 44,77 3,7 7,1
71,89 45,72 3,7 7,1

Parametros modificados para avaliar a robustez Areas timina Areas timidina Resolugdo TT! Resolugdo TE?
. 71,82 46,92 3,7 7,0

0,8 mL/min
q 71,85 46,99 3,7 7,1
0
- , 70,94 45,83 32 64
1,2 mL/min
72,90 45,79 32 6,4
70,56 45,28 4,1 7,1
27 °C
. . 70,63 44,71 4,0 7,0
mperatur:
cmperatt 1o 69,67 45,70 3,0 6.4
69,59 45,52 3,0 6,5
A 70,67 45,88 34 6,7
70,70 44,87 34 6,6
71,88 44,77 3,7 7,1
coluna B

71,89 45,72 3,7 7,1
c 70,78 45,99 3,0 6,7
70,56 45,80 3,0 6,0

'Resolugdo TT - resolugéo entre timina e timidina; > Resolugdo TE - resolu¢io entre timidina e estavudina
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significativa entre as dreas de timina obtidas a partir do método vali-
dado e os parametros cromatograficos deliberadamente modificados
(p>0,05). Porém, ao se comparar as dreas obtidas utilizando todos os
fatores entre si, utilizando como pés-teste, o teste de Tukey, observou-
se diferenca estatisticamente significativa entre os resultados obtidos
com fluxo de 0,8 mL/min e temperatura de 35 °C (p = 0,0458).
Portanto, a modificacio conjunta destes parametros cromatograficos
(fluxo 0,8 mL/min e temperatura de 35 °C) inviabiliza a obtengao de
valores de dreas confidveis de timina. Em relac@o a timidina, ndo
se verificou diferenga estatisticamente significativa entre as dreas
obtidas a partir do método validado e os pardmetros modificados
para avaliacdo da robustez.

Diante dos resultados obtidos, concluiu-se que o método € robus-
to, em relac@o a pequenas e deliberadas alteracdes de fluxo da fase
movel, temperatura da coluna, colunas e equipamentos.

Determinacio do teor de timina e timidina na estavudina
matéria-prima

Realizou-se a determinagdo do teor de impurezas presentes na
estavudina, matérias-primas 1 e 2, nas condi¢des do método validado.
Os critérios de aceitacdo utilizados foram os estabelecidos no certifi-
cado de andlise do fabricante da estavudina matéria-prima 2: maximo
de 0,5% para as impurezas individuais e de 1,5% para impurezas
totais. Os valores de porcentagem de impurezas determinados pelo
método proposto estdo indicados na Tabela 6. Observou-se que a ma-
téria-prima 1 apresentou porcentagens de timina e timidina inferiores
a0,5%, e porcentagem de impurezas totais inferior a 1,5%, incluindo
timina e timidina. J4 a matéria-prima 2 apresentou porcentagem de
timina de 0,57%, superior a0 maximo permitido de 0,5%.

Tabela 6. Porcentagens de timina, timidina, e impurezas totais pre-
sentes na estavudina matérias-primas 1 e 2

Porcentagem de impurezas

Timina Timidina Totais
Matéria-prima 1 0,35 0,14 0,56
Matéria-prima 2 0,57 0,00 0,57

CONCLUSAO

Desenvolveu-se e validou-se um método por cromatografia
liquida de alta eficiéncia para a determinacdo simultanea de timina
e timidina, principais impurezas da estavudina. O método em fase
reversa e modo isocratico demonstrou confiabilidade por ser rapido,
seletivo, linear, preciso, exato e robusto, podendo ser aplicado em
andlises rotineiras do controle de qualidade da matéria-prima farma-
céutica, estavudina.

Quim. Nova
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