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RESUMO

As glicilciclinas sdo uma nova classe de antibacterianos, andlogos sintéticos das
tetraciclinas, com atividade bacteriostatica contra ampla variedade de bactérias e também contra
micro-organismos resistentes as tetraciclinas. A tigeciclina € a primeira glicilciclina aprovada,
distribuida comercialmente como Tygacil® pelo laboratério Wyeth, na forma farmacéutica p6
liofilizado, com registro no Ministério da Saude concedido em 2005. Este farmaco apresenta
amplo espectro de acdo contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, aerdbicas e
anaerdbicas, incluindo Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e Enterococcus spp.
resistentes a vancomicina, sendo indicada para o tratamento de infeccdes complicadas da pele,
tecidos moles e intra-abdominais. A tigeciclina age na inibicdo da sintese proteica através da
ligacdo a subunidade 30S do ribossomo bacteriano. Por ser um medicamento recente, existem
poucos estudos relacionados as caracteristicas fisico-quimicas, desenvolvimento de métodos
analiticos e estudo de estabilidade, aplicados a tigeciclina. Assim, os objetivos desse trabalho
foram desenvolver métodos para andlise qualitativa e quantitativa de tigeciclina em p6 liofilizado,
bem como estudos de estabilidade. Para andlise qualitativa estudaram-se os métodos por andlise
térmica, espectrofotometria nas regides do infravermelho, ultravioleta e visivel, cromatografia em
camada delgada e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), possibilitando a identificacao
da amostra. Para quantificacdo do farmaco validaram-se métodos por CLAE, microbioldgicos e
espectrofotométricos. O método por CLAE utilizou comprimento de onda de detec¢do de 280 nm,
fase mével composta por tampao fosfato de sédio monobasico (0,015 M) e acido oxalico (0,015
M), pH 7,0 e acetonitrila (75:25, v/v), obtendo-se tempo de retencio médio de 8,6 minutos e
capacidade de separagdo de produtos de degradacdo. A faixa linear avaliada foi de 40 a 100
pg/mL, com exatidao de 99,01%. Os ensaios microbioldgicos por métodos de difusdo em 4gar e
turbidimétrico utilizaram os micro-organismos Bacillus subtilis ATCC 9372 IAL 1027 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 TAL 1606, com faixa linear de 3-12 pg/mL e 3-4,32 ug/mL,
respectivamente. O método espectrofotométrico na regido do ultravioleta a 245 nm, com faixa de
linearidade de 10,0 a 22,0 ug/mL e exatidao de 100,84%, utilizou 4gua como solvente. O método
espectrofotométrico na regido do visivel a 378 nm aplicou reacdo de tigeciclina e acetato de cobre
5,0%, com faixa de linearidade de 10,0 a 34,0 pg/mL e exatidao de 99,10%, destacando-se por ser
um método livre de solvente orginico. Os métodos desenvolvidos ndo apresentaram diferenca
estatistica para nivel de significancia de 5%. Realizaram-se estudos de estabilidade de amostras de
po liofilizado de tigeciclina, aplicando-se os métodos desenvolvidos para avaliagdo do teor de
tigeciclina nas amostras. O produto farmacéutico apresentou boa estabilidade nas condig¢des
estudadas. Os métodos desenvolvidos neste trabalho contribuem para avaliacdo da qualidade,
seguranca e eficdcia terapéutica de tigeciclina em po liofilizado, além de ampliar os
conhecimentos cientificos relacionados a este novo antimicrobiano.

Palavras-chave: tigeciclina, glicilciclinas, controle de qualidade, métodos analiticos, estabilidade,

validagdo.



ABSTRACT

The glycylcyclines are a new class of antibacterials, sinthetic analogs of tetracyclines, with
bacteriostatic activity against broad spectrum of bacterias and tetracyclines resistant organisms.
The tigecycline is the first approved glycylcycline, commercially distributed in lyophilized powder
pharmaceutical product as TygacilTM, by the Wyeth Pharmaceutical Laboratory, with register in
the Brazilian Ministry of Healthy granted in 2005. This drug presents broad spectrum action, with
activity against Gram-positive, Gram-negative, aerobic and anaerobic bacterias, including
methicillin-resistant  Staphylococcus aureus and vancomycin-resistant Enterococcus spp.,
indicated to treatment of complicated skin and skin structure infections and complicated intra-
abdominal infections. Tigecycline binds to the bacterial 30S ribosome, preventing the bacterial
protein synthesis. Take into account that tigecycline is a new product, there are few studies related
to physicochemical characteristics, analytical methods development and stability studies, apllied to
this drug. Thus, the aims of this work were to develop methods to qualitative and quantitative
analysis of tigecycline in lyophilized powder as well as stability studies. To qualitative analysis,
thermal analysis, infra-red, ultraviolet and visible spectrophotometry, thin layer chromatography
and high performance liquid chromatography methods were studied, allowing the identification of
samples. To drug quantification high performance liquid chromatography (HPLC),
spectrophotometric and microbiological methods were validated. The HPLC method employed
detection wavelength at 280 nm, mobile phase consisted of buffer containing sodium phosphate
monobasic (0.015 M) and oxalic acid (0.015 M) (pH 7.0): acetonitrile (75:25, v/v), obtaining
retention time of 8.6 minutes and degradation products separation ability. The evaluated linear
range was from 40 to 100 pg/mL, with accuracy of 99.01%. The microbiological assays by agar
diffusion and turbidimetric methods, applied Bacillus subtilis ATCC 9372 IAL 1027 and
Staphylococcus aureus ATCC 25923 IAL 1606 organisms, with linear range of 3-12 ug/mL and 3-
432 pg/mL, respectively. The ultraviolet spectrophotometric method at 245 nm, with
concentration linear range from 10 to 22 ug/mL and accuracy of 100.84%, used the solvent water.
The organic solvent free visible spectrophotometric method at 378 nm, applied reaction between
tigecycline and copper acetate, with linear range from 10 to 34 pg/mL and accuracy of 99.10%.
The developed methods showed no statistical difference for a significance level of 5%. Stability
studies to samples of lyophilized powder were carried out, applying the developed methods to
content evaluation of tigecycline in these samples. The pharmaceutical product showed good
stability in the studied conditions. The developed methods contribute to quality, therapeutic safety
and efficacy evaluation of tigecycline in lyophilized powder, and to expand the scientific
knowledge related to this new antibiotic.

Keywords: tigecycline, glycylcyclines, quality control, analytical methods, stability, validation.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com o aumento da prevaléncia da resisténcia aos antimicrobianos tem sido
crescente, especialmente, entre os patdgenos Gram-positivos, com o aumento das taxas de
Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina (PRSP), enterococos resistentes a vancomicina
(VRE) e Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA). Entre os patégenos Gram-
negativos multifirmacos resistentes, as bactérias produtoras de beta-lactamases de amplo espectro
(ESBL) sao particularmente problematicas devido a falta de op¢des de tratamento (PATERSON,
2000; DOERN et al.,, 2001; GARRISON et al., 2005; RAMPHAL e AMBROSE, 2006). O
tratamento empirico de infeccdes tem sofrido grande impacto, devido a emergéncia da resisténcia
aos antimicrobianos previamente ativos, entre bactérias clinicamente importantes (JOHNSON et
al., 2001; JONES, 2001; LEVY e MARSHALL, 2004; RAMPHAL e AMBROSE, 2006).

Existe a necessidade de desenvolvimento de novos agentes capazes de superar oS
mecanismos de resisténcia existentes (BHATTACHARYA et al.,, 2009). As glicilciclinas,
descobertas em 1993, sdo andlogos estruturais das tetraciclinas designadas para contornar os
mecanismos de resisténcia comuns entre bactérias resistentes a este grupo de farmacos como
bomba de efluxo e protecdo ribossomal. Tigeciclina, o primeiro farmaco da classe das
glicilciclinas e um andlogo do antimicrobiano semi-sintético minociclina, ¢ um antimicrobiano
potente e de amplo espectro, que age na inibi¢ao da tradugdo de proteinas em bactérias (CHOPRA,
2001).

Estudos demonstraram que a tigeciclina € altamente ativa in vitro contra patégenos Gram-
positivos e Gram-negativos, anaerébicos e atipicos, incluindo aqueles resistentes a multiplas
classes de antimicrobianos (BRADFORD et al., 2005a; ENTENZA ¢ MOREILLON, 2009). E
indicada para o tratamento de infeccdes complicadas da pele e tecidos moles e infeccdes intra-
abdominais (DOAN et al., 2006). Desta forma, para um tratamento adequado, métodos analiticos
devem garantir a qualidade e a dosagem correta dos medicamentos contendo este principio ativo.
E conveniente observar que a tigeciclina ndo estd descrita em nenhum compéndio oficial e
métodos validados para a andlise quantitativa deste farmaco em produtos farmacéuticos nao sio
descritos na literatura. Existem somente publica¢des de cardter clinico e farmacoldgico, relativas a
determinacdo da tigeciclina em matrizes bioldgicas. Portanto, o desenvolvimento e a validacio de

novas metodologias, que aprimorem o controle de qualidade e que possam ser utilizadas para

avaliacdo da estabilidade, sdo fundamentais para garantir a seguranca e eficicia terapéutica deste



farmaco, assim como evitar a administracdo de doses subterapéuticas, as quais estdo relacionadas
com o desenvolvimento de cepas resistentes.

Nos dltimos anos, as tecnologias utilizadas nas andlises fisico-quimicas tém sofrido
grandes avangos. Isto se reflete no contetido de cédigos oficiais, nas quais técnicas automatizadas
sao aplicadas frequentemente. Entretanto, a utilizacio de métodos tradicionais validados
(espectrofotométricos ou bioldgicos) ainda € aplicdvel, pois permitem que atividades do controle
de qualidade possam ser executadas com amostras simples e por laboratérios com estrutura
tecnoldgica ainda pouco desenvolvida.

Neste trabalho, foram realizadas andlises qualitativas, utilizando espectrofotometria nas
regides do infravermelho, ultravioleta e visivel, andlise térmica, cromatografia liquida de alta
eficiéncia e em camada delgada, além de andlises quantitativas, com o desenvolvimento e
valida¢do de cinco métodos analiticos para determinacdo de tigeciclina em pé liofilizado. Os
métodos analiticos desenvolvidos foram aplicados para andlise de amostras de tigeciclina pd
liofilizado submetidas a estudos de estabilidade, utilizando camara climatica, com temperatura e

umidade controlada.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar métodos analiticos para determinagdo quali e quantitativa de

tigeciclina em po liofilizado e avaliar a estabilidade deste produto farmacéutico.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar reacdo de identificacdo de tigeciclina baseada nas suas caracteristicas estruturais.
Avaliar a faixa de fusdo de tigeciclina substancia quimica de referéncia (SQR).

Realizar andlise térmica de tigeciclina-SQR e tigeciclina p6 liofilizado pelas técnicas de
termogravimetria e calorimetria exploratdria diferencial.

Desenvolver método por cromatografia em camada delgada (CCD) para identificacdo de
tigeciclina em po liofilizado e seus produtos de degradacdo.

Desenvolver método por espectrofotometria na regido ultravioleta (UV), visivel (VIS) e na
regido de infravermelho (IV) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para
identificacdo de tigeciclina em po liofilizado.

Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regidlo UV e VIS para
determinacdo quantitativa de tigeciclina em po liofilizado.

Desenvolver e validar método por CLAE para andlise quantitativa de tigeciclina em p6
liofilizado e seus produtos de degradacdo.

Desenvolver e validar métodos microbioldgicos por difusdo em dgar e por turbidimetria
para avaliagc@o de poténcia de tigeciclina em po liofilizado.

Realizar andlise comparativa dos métodos quantitativos desenvolvidos e validados para
andlise de tigeciclina em po liofilizado.

Realizar estudo de estabilidade de tigeciclina avaliando as amostras pelas técnicas

desenvolvidas e validadas.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo um grupo de antimicrobianos cujo protétipo, a clortetraciclina, surgiu
em 1948, tornando-se conhecidas pelo amplo espectro devido a atividade contra Rickettsia,
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, aerdbicas e anaerdbicas e Chlamydia. Os farmacos
pertencentes a este grupo sdo andlogos estruturais que apresentam O COmMPpOSto
naftacenocarboxamida policiclico (OKA et al., 2000). A estrutura geral e a configuracio absoluta
estdo representadas na Figura 3.1. A configuracdo absoluta natural do dtomo de carbono C4 ¢
requisito essencial para a acdo farmacoldgica das tetraciclinas. A presenca do grupamento amida
em C2 é também considerada como aspecto estrutural necessdrio para a acdo bioldgica das
tetraciclinas. Outra observacdo importante relacionada ao aumento da poténcia inibitdria
enzimética foi a auséncia dos grupos metila e hidroxila na posicao C6. Atualmente, novos aspectos
que versam sobre a relacdo estrutura e atividade tém surgido. Sabe-se que a manuten¢do do nicleo
tetraciclico (anéis A, B, C e D), a influéncia dos substituintes nas posi¢des C7, C8 e C9, a
conservacdo do sistema cetoendlico (posicoes C11, C12 e C12a) e a configura¢do o nas posi¢des
4a e 12a sdo essenciais para a manuten¢do da atividade farmacoldgica das tetraciclinas e, neste
aspecto, a estrutura da 6-desoxi-6-desmetiltetraciclina pode ser considerada uma estrutura minima
para a manuten¢do da atividade farmacoldgica das tetraciclinas (PEREIRA-MAIA et al., 2010).

Além da importancia farmacoldgica, as tetraciclinas possuem uma estrutura quimica muito
interessante, podendo formar quelatos em vdrias posicdes da molécula devido a presenga de varios
grupos doadores (N, O). Os sitios de coordenacdo incluem os oxigénios em C10-C12, o oxigénio
endlico em C3 e os nitrogénios em C4 e no grupo amida do anel A. A tetraciclina possui trés
prétons dissocidveis, um no grupo enol em C3, outro no sistema ceto-fendlico em C10-C12 e outro
no grupo dimetilamonio em C4, com valores de pKa 3,5; 7,7 e 9,3, respectivamente (DUARTE et

al., 1999; CHARTONE-SOUZA et al., 2005).



Figura 3.1. Estruturas das principais tetraciclinas usadas na clinica médica.

Fonte: PEREIRA-MAIA et al., 2010
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As tetraciclinas sd@o antimicrobianos bacteriostdticos, que inibem a sintese de proteinas
bacterianas através de sua ligagcdo ao ribossomo bacteriano 30S, impedindo o acesso do aminoacil-
tRNA ao local aceptor (A) no complexo mRNA-ribossomo. A resisténcia a estes fairmacos é
mediada primariamente por plasmidios e, com frequéncia, é induzivel. Os trés principais
mecanismos de resisténcia sdo: (1) diminui¢cdo do acimulo de tetraciclinas, em consequéncia de
uma redugdo do influxo de antibidtico ou da aquisi¢do de uma via de efluxo dependente de
energia; (2) producido de uma proteina de protecdo ribossdomica, que desloca a tetraciclina de seu
alvo, uma “protecdo” que também pode ocorrer por mutagdo, e (3) inativacdo enzimadtica
(BRUNTON et al., 2006).

As glicilciclinas sdo andlogos sintéticos das tetraciclinas, exibindo atividades
antibacterianas tipicas das tetraciclinas e também contra micro-organismos resistentes a esta
classe, que apresentam genes responsdveis pelos mecanismos de efluxo e prote¢ao ribossdmica. A
tigeciclina é a primeira glicilciclina aprovada, caracterizando-se por ser um antimicrobiano
potente, com amplo espectro de acdo. Sua estrutura é semelhante a da minociclina, com adi¢do de
uma cadeia glicilamido na posi¢do 9, a qual € responsdvel pela atividade contra patogenos

resistentes (BRADFORD, 2004).

3.2 Mecanismo de a¢ao

A tigeciclina apresenta acdo bacteriostdtica in vitro, ligando-se reversivelmente a regido
helicoidal (H34) na subunidade 30S do ribossomo bacteriano. Com afinidade cinco vezes maior
que as tetraciclinas, a tigeciclina bloqueia a entrada de RNA aminoacil transferase no sitio de
ligacio A do ribossomo (BERGERON et al., 1996). A formacgdo das ligacOes peptidicas é
impedida uma vez que nao hd mais incorpora¢do de novos residuos de aminodcidos a cadeia,

resultando em total inibi¢do da sintese proteica (ZHANEL et al., 2004).

3.3 Mecanismos de resisténcia

O fendmeno de resisténcia bacteriana a antimicrobianos tem complicado a terapia de
doencas infecciosas, representando ameaga a saide publica. A prevaléncia de bactérias resistentes
provoca aumento no uso de terapias combinadas, nas quais dois ou trés agentes antimicrobianos

sdo associados no periodo inicial de tratamento, apresentando desvantagens relacionadas ao custo,
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nimero de administracdes e elevacdo dos riscos de reacdes adversas e interacdes medicamentosas
(ROSSI e ANDREAZZI, 2006).

Whittem e Gaon (1998) relatam que, em condi¢des normais, a frequéncia de mutagdo em
uma populacdo bacteriana € de 1 organismo em 1 milhdo, sendo influenciada pelo uso abusivo de
antimicrobianos e diretamente correlacionada com a concentragdo inibitéria minima (CIM) do
farmaco em seu sitio de agdo, enfatizando-se a importancia das dosagens apropriadas. Nesse
sentido, o desenvolvimento de novos fairmacos com amplo espectro de acdo, capazes de contornar
os mecanismos de resisténcia, juntamente com o estudo de metodologia analitica que assegure a
qualidade desses produtos, representa importante avango na prética clinica.

A resisténcia as tetraciclinas resulta primariamente da aquisicdo de genes moveis fet
(resisténcia a tetraciclina) e ofr (resisténcia a oxitetraciclina). A expressdo destes genes leva a
producdo de proteinas que contribuem para os dois maiores mecanismos de resisténcia: protecao
ribossomal, através da dissociacdo das tetraciclinas de seus sitios de ligacdo e bomba de efluxo,
através do transporte ativo do farmaco para fora da célula bacteriana (CHOPRA e ROBERTS,
2001; CHOPRA, 2002; DOAN et al., 2006). Aparentemente, o aumento da afinidade de ligacdo
apresentado pela tigeciclina é resultado da substitui¢do no carbono 9 das tetraciclinas, a qual é
responsavel por superar o mecanismo de protecdo ribossomal (ZHANEL et al., 2004; DOAN et
al., 2006). A presenca da cadeia lateral nesta posi¢do também confere impedimento estérico,
bloqueando o gene de efluxo fet de exportar tigeciclina para fora da célula bacteriana (CHOPRA,
2002). Entretanto, o mecanismo exato de contorno da resisténcia nao é ainda bem esclarecido.

Mecanismos de resisténcia a tigeciclina ndo estdo bem definidos, uma vez que este farmaco
encontra-se disponivel por tempo inferior ao de outras classes de antimicrobianos. A tigeciclina
possui um Unico mecanismo de atividade que afeta varias classes de patégenos, reduzindo o risco
de selecdo de patdgenos resistentes em comparagdo com outras classes de antimicrobianos. Além
disso, poderd ocorrer menor incidéncia de resisténcia devido ao uso de tigeciclina em esquema de
monoterapia, evitando assim o uso da combina¢@o de dois ou trés farmacos, o que aumenta as
chances de resisténcia. Adicionais experiéncias com tigeciclina precisam ser adquiridas para
confirmacdo de seu baixo potencial de selecdo de micro-organismos resistentes (WILCOX, 2009).

Em estudo publicado recentemente, € relatado o primeiro mecanismo de resisténcia a
tigeciclina. Uma enzima tetX monoxigenase dependente de flavina confere resisténcia a todas as
tetraciclinas clinicamente importantes, incluindo a tigeciclina. Esta enzima catalisa hidroxilacao

regido-seletiva de tetraciclinas para 11a-hidroxi-tetraciclinas, causando redugdo significativa das
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propriedades antimicrobianas. Foi salientado que este mecanismo ainda ndo foi observado
clinicamente e que esta é a primeira vez que detalhes estruturais sdo disponiveis antes da real

ocorréncia do problema (VOLKERS et al., 2011).

3.4 Espectro de acao

A tigeciclina possui atividade antibacteriana potente contra amplo espectro de organismos
Gram-positivos, Gram-negativos e anaerobicos, incluindo patégenos multifirmacos resistentes
(GALES e JONES, 2000; DOAN et al., 2006; BHATTACHARYA et al., 2009).

Atividade antibidtica contra Gram-positivos como Staphylococcus aureus, Streptococcus
spp., Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecium, Listeria
monocytogenes tem sido observada (BHATTACHARYA et al., 2009). Outros organismos Gram-
positivos menos comuns como Corynebacterium, Lactobacillus, Leuconostoc e Listeria
monocytogenes também demonstraram suscetibilidade a tigeciclina (BOUCHER et al., 2000;
BIEDENBACH et al., 2001). Além disso, cepas suscetiveis e resistentes as tetraciclinas tém
apresentado valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) para tigeciclina quase idénticos.
Alguns valores de CIM podem ser mais altos que os registrados, pois a tigeciclina requer meios de
cultura recém-preparados para que os testes de CIM sejam exatos (BRADFORD et al., 2005b;
STEIN e CRAIG, 2006).

Patégenos Gram-negativos como Escherichia coli, Citrobacter freundii, Citrobacter
koseri, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Aeromonas hydrophilia, Pasteurella multocida,
Serratia marcescens e Enterobacter aerogenes t€m também apresentado suscetibilidade a
tigeciclina. Valores de CIM baixos para tigeciclina tém sido observados em patégenos do trato
respiratério como Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Mycoplasma pneumoniae e
Chlamydophyla pneumoniae (STEIN e CRAIG, 2006).

A tigeciclina é altamente ativa contra Neisseria gonorrhoeae, Eikenella corrodens e
micobactéricas de rdpido crescimento como Mycobacterium chelonae, M. abscessus e M.
fortuitum, os quais possuem valores de CIM altos para minociclina (NOSKIN, 2005). Além disso,
este farmaco tem apresentado atividade contra outros patégenos anaerdbicos como Bacteriodes

spp., Clostridium perfringes, Peptostreptococcus micros, Fusobacterium nucleatum e Bacteroides

vulgatus (BRADFORD et al., 2005a; BHATTACHARYA et al., 2009).
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Talvez a caracteristica mais potencialmente significante da tigeciclina é sua acdo contra
patdgenos multifirmacos resistentes como Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis
resistentes a meticilina (MRSA), Enterococcus resitentes a vancomicina, Acinetobacter
baumannii, Stenotrophomonas maltophilia, Streptococcus pneumoniae resistentes a penicilina,
micro-organismos resistentes as tetraciclinas, aminoglicosideos, carbapenémicos e fluorquinolonas
e Enterobacteriaceae produtora de betalactamases e Amp C betalactamases de amplo espectro.
Em contraponto, a tigeciclina tem limitada ou nio apresenta acdo contra cepas de Burkholderia
cepacia, Proteus mirabilis, Providencia spp., Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens e
Stenotrophomonas maltophilia (PATEL et al., 2000; GARRISON et al., 2005; PILLAR et al.,
2008).

A atividade in vitro da tigeciclina em combinag¢do com outros farmacos tem sido estudada
(ENTENZA e MOREILLON, 2009). Estudos observaram a auséncia de antagonismo ou sinergia
com amicacina, ampicilina/sulbactam, azitromicina, ciprofloxacino, colistina, imipenem,
levofloxacino, piperaciclina, piperaciclina/tazobactam, polimixina B, quinupristina/dalfopristina,
rifampicina, minociclina e vancomicina (PATEL et al., 2000; PETERSEN et al., 2006).
Entretanto, a combinagdo de tigeciclina e arbecacina para E. faecalis resultou em antagonismo in
vitro (LAPLANTE et al., 2006).

Salvatore e colaboradores (2009) investigaram o efeito da tigeciclina nos parametros
microbioldgicos, histologicos e imunolégicos em modelo murino de pneumonia causada por
Mycoplasma pneumoniae. Foi demonstrado efeito significante da tigeciclina na inflamacgao
pulmonar, com decréscimo de citocinas inflamatdrias e reestruturacdo do tecido pulmonar.

A atividade da tigeciclina também foi avaliada em estudos in vitro com Streptococcus
pyogenes, Staphylococcus aureus sensiveis e resistentes a meticilina, Escherichia coli,
Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium isolados em estudo clinico. Todos os micro-
organismos apresentaram concentrag@o inibitéria minima de tigeciclina requerida para inibir 90%
dos isolados (CIM 90) entre 0,06-0,5 ug/mL. Neste estudo, a tigeciclina demonstrou-se eficaz e
apresentou farmacocinética favoravel em pacientes hospitalizados com infec¢cdes complicadas de
pele e tecidos moles (POSTIER et al., 2004).

Fritsche e colaboradores (2004) avaliaram 11.859 amostras de bactérias, isoladas de
pacientes de 29 paises, quanto a sua suscetibilidade a tigeciclina, entre os anos de 2000-2002. Os
pacientes apresentavam o diagnéstico de infec¢des do trato respiratdrio (bactérias Gram-positivas

e Gram-negativas) e infec¢des complicadas de pele e tecidos moles (bactérias Gram-positivas).
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Entre os micro-organismos, contra os quais a poténcia de tigeciclina foi demonstrada, destacam-se
Staphylococcus aureus sensiveis e resistentes a oxacilina (CIM 90 = 0,5 ug/mL), Streptococcus
pneumoniae sensiveis e resistentes a penicilina (CIM 90 < 0,25 pug/mL), Enterococcus spp.
sensiveis e resistentes a vancomicina (CIM 90 = 0,25-0,5 pg/mL), Haemophilus influenzae
betalactamase negativos e positivos (CIM 90 = 1 ug/mL), Moraxella catarrhalis (CIM 90 = 0,25
pg/mL) e Neisseria meningitidis (CIM 90 < 0,12 ug/mL). Todas as cepas foram inibidas com
concentracdo de tigeciclina < 2 ug/mL, sem diferenca observada entre bactérias resistentes a
tetraciclina e a doxiciclina. Os autores concluiram que a tigeciclina representa uma op¢ao atrativa
para uso clinico em infec¢des do trato respiratorio e infecgcdes de pele e tecidos moles.

Casal e colaboradores (2009) compararam o perfil de atividade de tigeciclina contra
Acinetobacter spp. determinado por método de difusdo em dgar e microdiluicdo em caldo. Os
resultados demonstraram que o método por difusdao € menos sensivel que o de microdilui¢dao para
cepas com CIM > 2 mg/mL, sugerindo cautela com resultados falso-resistentes. Do mesmo modo,
Liao e colaboradores (2008) avaliaram a atividade de tigeciclina contra Acinetobacter baumannii,
determinando CIM e didmetro da zona inibitéria para métodos de microdiluicdo e difusdo,
respectivamente. As CIM foram interpretadas de acordo com limites estabelecidos pelo FDA
(suscetivel <2 pug/mL e resistente > 8 ug/mL). Os didmetros foram avaliados de acordo com Jones
(2001) (suscetivel > 16 mm e resistente < 12 mm) e FDA (suscetivel > 19 mm e resistente < 14
mm). Os autores sugerem a utiliza¢cdo do método por microdilui¢do para testes com A. baumannii,
devido a baixa correlagdo apresentada entre os diferentes métodos. Em trabalho similar, Pillar e
colaboradores (2008) realizaram estudo com vdrios micro-organismos, concluindo que diferencas
entre métodos ndo ocorrem com outros patdégenos e especial atencdo deve ser dada a S.

marcescens, Acinetobacter spp. € S. pneumoniae.

3.5 Farmacocinética

A administracdo de tigeciclina se dd por infusdo intravenosa. A concentra¢do plasmaética
maxima (Cméx) obtida em 103 voluntérios sadios que receberam dose de 100 mg de tigeciclina
seguida de 50 mg a cada 12 horas foi 0,87 pg/mL. A area sob a curva (AUCy.j,) concentragdo
plasmadtica x tempo (0 - 12 horas) foi 2,35 pg.h/mL (TOWNSEND et al., 2006). Estudos in vitro

de concentracdo plasmatica de tigeciclina (0,1-1,0 ug/mL) t€m mostrado que este firmaco possui
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alta ligacdo as proteinas (71-87%), elevado volume de distribuicdo (500-700 L, 7-9 L/kg),
indicando extensiva distribui¢do tecidual (TOWNSEND et al., 2006; KASBEKAR, 2006).

Em pacientes submetidos a cirurgias (n = 54), as concentragdes de tigeciclina foram
determinadas quatro horas apds a administracio de uma dose unica de 100 mg. A relacdo
tecido/soro de concentragdo de tigeciclina foi 38 na vesicula biliar, 8,6 no pulmado, 2,1 no célon,
0,35 em ossos e 0,58 no liquido sinovial (TOWNSEND et al., 2006).

A penetragdo de tigeciclina nas meninges nao-inflamadas variou de 33 a 52% da
concentracdo do soro, com a relacdo mais alta da concentracdo liquido cérebro-espinhal/soro
ocorrendo 24 horas ap6s a administragdo da dose (RODVOLD et al., 2006). A AUC, de
tigeciclina no fluido da membrana epitelial pulmonar de voluntérios sadios foi 32% mais alta que a
AUC 12 no soro (SUN et al., 2005). Por outro lado, a concentragdo de tigeciclina em macréfagos
alveolares de voluntdrios sadios foi 78 vezes mais alta que aquelas encontradas no soro.
Similarmente, em neutr6filos as concentragdes de tigeciclina t€m sido 20-30 vezes mais altas que
as concentracoes extracelulares (MEAGHER et al., 2005).

Parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos de tigeciclina foram determinados em
soro e pulmdes, apds administragdo intravenosa em 30 voluntarios. As concentragdes do farmaco
no soro, fluido da membrana epitelial pulmonar e células alveolares foram determinadas por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. O Cmax, AUC e meia-vida foram 0,72
pg/mL, 1,73 pg.h/mL e 15 h em soro, 0,37 ug/mL, 2,28 ug.h/mL e 39,1 h em fluido pulmonar e
15,2 ug/mL, 134 ug.h/mL e 23,7 h em células alveolares. As altas concentrac¢des intracelulares nos
alvéolos pulmonares sugerem que a tigeciclina pode também ser utilizada no tratamento de
infeccdes respiratérias causadas por patdgenos sensiveis como Legionella, Listeria ou
Mycobacteria (CONTE Jr et al., 2005).

As rotas metabdlicas e de excrecdo de tigeciclina tém sido amplamente estudadas em
humanos e animais usando tigeciclina marcada [Carbono 14] (HOFFMANN et al., 2007;
MEAGHER et al., 2005). Em estudos com humanos, apds administragao de uma dose de 100 mg
de tigeciclina seguida por cinco doses de 50 mg e, apds, por uma dose tinica marcada com carbono
14, observou-se que 59% da dose radioativa foi excretada nas fezes e 32% na urina. Tigeciclina
nido alterada foi o componente predominante em cada matriz. Metabdlitos conjugados de
tigeciclina e seu epimero foram os principais constituintes detectados no soro humano (Figura
3.2), correspondendo 5-20% da radioatividade do soro e 4 e 5% da dose excretada como

conjugada em urina e fezes. A epimerizacdo da tigeciclina em C4 ocorre por via ndo-enzimética
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produzindo componente farmacologicamente inativo. Embora a excre¢ao ocorra primariamente na
forma de farmaco ndo alterado, duas principais rotas metabdlicas foram identificadas,
glucuronidagdo do precursor ao seu epimero (metabdlitos M3 e M2) e hidrélise da amida da cadeia
lateral #-butilaminoacetil amino (metabdlitos M1 e M5). M5 € metabolizado via acetilag@o para os
metabdlitos M4 e M6 (HOFFMANN et al., 2007; MACGOWAN, 2008). A tigeciclina ndo afeta o
sistema enzimdtico P450 e, desta forma, seu uso concomitante com outras substancias apresenta
baixo potencial de interagdo (STEIN e CRAIG, 2006; KASBEKAR, 2006). Ajuste de dose ndo se
mostrou necessario, baseado no género, idade, raca, funcao renal e disfuncdo hepética moderada.
Porém, em pacientes com disfuncio hepdtica severa, a dose deve ser reduzida para 50% (DOAN et

al., 2006).

Figura 3.2. Compostos relacionados da tigeciclina detectados em soro humano (S), urina (U) e

fezes (F). * indica o sitio de liga¢do do carbono 14. Fonte: HOFFMANN et al., 2007
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3.6 Efeitos adversos e interacoes

Dados reportando efeitos adversos associados ao uso de tigeciclina ou interacao com outros
farmacos sdo limitados. Estudos clinicos sugerem que a tigeciclina é geralmente bem tolerada e
segura ao usudrio. Os efeitos adversos mais comuns durante o tratamento sdo nduseas, vOmitos e
dores de cabeca (ZHANEL et al., 2004; POSTIER et al., 2004; LOPES, 2006; PETERSON, 2008).

Quanto as interacdes medicamentosas, foi relatado decréscimo na eliminacio da varfarina,
mas os dados disponiveis ndo sugerem que isso resulte em significantes mudangas nos parametros
hematolégicos de coagulacdo. Entretanto, como a tigeciclina pode prolongar os tempos de
protrombina e tromboplastina parcial ativada, testes de coagulacdo devem ser realizados
regularmente quando varfarina e tigeciclina sdo administrados concomitantemente. Precaucdes
também devem ser tomadas com contraceptivos orais, os quais podem sofrer alteracdes de

atividade (HYLANDS, 2008).

3.7 Aplicacoes clinicas

A tigeciclina € indicada para tratamento de infec¢des de pele e tecidos moles complicadas
(definidas como de etiologia polimicrobiana, com necessidade de intervencdo cirdrgica e
envolvimento de tecido mole profundo suspeito ou confirmado), ndo sendo indicada para
infecgdes de pé diabético. Estudos demonstraram atividade nao inferior da tigeciclina quando
comparada a combinagdo vancomicina-aztreonam no tratamento de infec¢des complicadas de pele
e tecidos moles (BREEDT et al., 2005; SACCHIDANAND et al., 2005; ELLIS-GROSSE et al.,
2005; BHATTACHARYA et al., 2009). Além disso, a tigeciclina ¢ também indicada para o
tratamento de infec¢des intra-abdominais complicadas (definidas pela necessidade de cirurgia para
abcessos intra-abdominal ou peritonite associada a abcessos ou perfuracido). A tigeciclina foi tao
eficaz quanto imipenem/cilastatina no tratamento de infec¢des intra-abdominais complicadas
(FOMIN et al., 2005; OLIVA et al., 2005).

Estudos com tigeciclina sugerem que este fairmaco oferece vantagens devido a atividade
contra patégenos resistentes, eliminando a necessidade de uso de terapia combinada no tratamento
empirico de infeccdes complicadas de pele e tecidos moles. Nao existem evidéncias que a

associagdo de betalactamicos e aminoglicosideos seja mais efetiva que a utilizacdo de tigeciclina e,
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além disso, o risco de nefrotoxicidade € maior. Outra vantagem € a possibilidade de uso em

pacientes com hipersensibilidade a betalactimicos (NATHWANI, 2009).

3.8 Métodos analiticos

A determinacdo de farmacos é uma tarefa multidisciplinar. Durante o processo de
fabricagdo do farmaco e sua formulacdo hd a necessidade de métodos analiticos capazes de
detectar produtos de degradac@o conhecidos e desconhecidos para adequado controle de qualidade.
Métodos bioanaliticos s@o necessarios em estudos clinicos, monitoramento terapéutico do farmaco
e ajuste de esquema de dose individual (NOVAKOVA et al., 2008). Cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) associada a diferentes tipos de detec¢do - UV (ultravioleta), FD (fluorescéncia)
e MS (espectrometria de massas) - tem representado o método de escolha para desenvolvimento de
métodos bioanaliticos (RAO et al., 2005). Existem poucos métodos bioanaliticos descritos para
andlise de tigeciclina e seus metabdlitos. Andlise deste farmaco em produtos farmacéuticos e
avaliacdo de seus produtos de degradacdo nao foram encontradas na literatura.

Cinco métodos de CLAE-UV para determinagao de tigeciclina em material biol6gico foram
encontrados na literatura, os quais estdo descritos a seguir. Os métodos, em geral, utilizam fase
estaciondria C18 e uma combinagdo de acetonitrila e tampao (acetato de amodnio ou fosfato).
Elui¢des em modo gradiente e isocratica foram utilizadas.

Li e colaboradores (2004) publicaram estudo com determinacdo de concentracdes de
tigeciclina em solugdo salina balanceada de Hank’s, neutréfilos polimorfonucleares e soro
humano. O padrdo interno utilizado foi cloridrato de minociclina e o limite de quantificacdao de
tigeciclina foi 0,05 pg/mL. Outro método de CLAE foi usado por Bradford e colaboradores
(2005b) para determinar se a quantidade de oxigénio dissolvido no meio de cultura de teste estd
relacionada com a variabilidade dos valores de CIM de tigeciclina. Os autores realizaram a
comparacdo da estabilidade de tigeciclina em &4gua destilada, caldo Mueller Hinton II recém
preparado e apds horas de preparo na presenga e auséncia do reagente biocatalitico oxi-redutor
oxidase. O procedimento analitico usou eluicdo em gradiente da fase mével composta de tampao
acetato de amonio e acetonitrila e deteccdo com detector de arranjo de diodos (UV-Vis). Os
cromatogramas foram registrados em 259, 292 e 416 nm.

A segurancga, tolerabilidade e farmacocinética da tigeciclina apés administragdo de doses

intravenosas Unicas e multiplas em voluntarios sadios foi descrita. O farmaco foi avaliado em soro
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e urina utilizando método por CLAE, com faixa de concentracdo de 25 a 12500 ng/mL para soro.
Em urina o limite de deteccdo de tigeciclina foi 2 ng/mL (MURALIDHARAN et al., 2005).

O perfil metabdlico de tigeciclina foi avaliado por método de CLAE-UYV usando duas fases
moéveis em gradiente linear. Adicionais condicdes de CLAE foram usadas para caracterizar os
metabdlitos polares que ndo ficaram retidos em coluna cromatografica C18. As separagdes foram
realizadas em coluna Waters Atlantis HILIC Silica usando duas fases moéveis, acido trifluoracético
(TFA) em acetonitrila e TFA em dgua (HOFFMANN et al., 2007).

Zorpas e colaboradores (2011) desenvolveram e validaram método por CLAE-UV para
determinacdo de tigeciclina em plasma de coelho. Minocilina foi utilizada como padrio interno.
Coluna C18 e fase movel composta por tampao fosfato pH 7,0 e acetonitrila foram utilizadas. Os
limites de quantificag@o e detec¢ao estimados foram 21 e 7 ng/mL, respectivamente. O método foi
aplicado para determinacio do perfil farmacocinético da tigeciclina em coelhos.

Métodos de CLAE/MS/MS tém sido empregados para determinacdo de tigeciclina em
fluidos bioldgicos e tecidos. Foram encontrados seis métodos na literatura para avaliacdo de
tigeciclina em matrizes bioldgicas. A seguranca e tolerabilidade de tigeciclina administrada em
individuos sadios em diferentes taxas de infus@o e volumes foram documentadas por Muralidharan
e colaboradores (2005). A concentragdo de tigeciclina em soro foi quantificada usando
metodologia validada. Os limites de quantificac@o inferior e superior foram 10 ng/mL e 2000
ng/mL, respectivamente. Hoffmann e colaboradores (2007) também empregaram detec¢do por
espectrometria de massas para determinagcdo de tigeciclina em soro e urina. O estudo foi
conduzido para avaliar a farmacocinética, disposi¢do metabdlica e balan¢o de massas de uma dose
intravenosa de 50 mg de tigeciclina marcada com carbono 14 em voluntdrios sadios do sexo
masculino. Em soro, o ensaio foi validado para faixa de concentracdo entre 10-2000 ng/mL,
utilizando coluna C18 e padrio interno [#-butil-d9] tigeciclina. Em urina, o ensaio foi validado
para concentracdes entre 0,20 e 80 pg/mL.

A tigeciclina possui grande volume de distribui¢do, com extensiva distribuicao nos tecidos
e sua determinagdo nestas amostras tem sido realizada por métodos de CLAE/MS/MS. Assim, um
método de CLAE/MS/MS especifico e sensivel foi utilizado para quantificar tigeciclina em soro,
lavados broncoscoépico e broncoalveolar e em células alveolares. Tigeciclina e o padrdo interno [t-
butil-d9] tigeciclina foram eluidos em coluna de fase reversa C8 com tempo de corrida total de 3,0

minutos (CONTE Jr et al., 2005).
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Adicionalmente, as concentracdes de tigeciclina em soro e em correspondentes tecidos
como vesicula biliar, bile, célon, ossos, liquido sinovial e pulmdes foram estudadas, em tempos
selecionados, apés administracio de dose tunica intravenosa de 100 mg de tigeciclina em
individuos submetidos a cirurgias ou procedimentos médicos. O método de CLAE/MS/MS
utilizou coluna C18 e fase movel composta de dgua, acetonitrila, metanol e dcido trifluoracético. A
faixa de concentracdo da curva analitica foi adaptada para diferentes amostras (RODVOLD et al.,
2006). Similarmente, Ji e colaboradores (2007) desenvolveram ensaio sensivel por CLAE/MS/MS
para determinacdo de tigeciclina em ossos de ratos, o qual empregou coluna C18 e solvente de
extracdo fortemente dcido, obtendo-se alta recuperagdo do farmaco nessa matriz. Apds, usando
metodologia similar, levemente modificada pela adi¢do de agente estabilizante nas amostras, um
ensaio adicional para ossos humanos foi desenvolvido e validado (JI et al., 2008). Esse mesmo
grupo de pesquisadores desenvolveu método analitico por CLAE/MS/MS para determinacao de
tigeciclina em pele humana, utilizando metanol fortemente acidificado como solvente de extragao.
As concentragdes de tigeciclina determinadas nas amostras foram de 185 a 2853 ng/g (JI et al.,

2010).

3.9 Validacao de métodos analiticos

Os avancos recentes na drea farmacéutica viabilizaram a producao de novos farmacos, que
necessitam de métodos analiticos para sua determinacdo quantitativa em produtos farmacéuticos.
O desenvolvimento de métodos que permitam quantificar firmacos em matérias-primas e produtos
acabados € fundamental para o controle de qualidade desses produtos no ambito da industria
farmacéutica nacional e internacional. A escolha do procedimento baseia-se em vdrios fatores, que
incluem a estrutura e caracteristicas do farmaco, pureza, quantidade de amostra e finalidade da
andlise, bem como a disponibilidade de equipamentos e reagentes. O desenvolvimento de métodos
envolve a avaliacdo e otimizacdo de condicdes, incluindo etapas de preparacdo da amostra,
deteccdo e quantificacdo. A escolha do método deve levar em consideragdo fatores como sua
adequacdo a substincia analisada em determinada forma farmacéutica e condi¢des como
disponibilidade de instrumentos e equipamentos, rapidez, custo reduzido, simplicidade e baixo

risco ocupacional e ambiental. Posteriormente, a validacdo é necessaria para demonstrar, por meio
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de estudos experimentais, que o método atende as exigéncias das aplicagdes analiticas,
assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados obtidos.

Nesse contexto, a ANVISA, de acordo com a resolu¢do n® 899, de 29 de maio de 2003,
divulgou aspectos relacionados a validagao de métodos analiticos (BRASIL, 2003). Os parametros
fundamentais de avaliagdo incluem especificidade, linearidade, exatiddao, precisdo, robustez,
limites de quantificagcdo e deteccdo e teste de adequabilidade do sistema (ERMER, 2001;
SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004; ICH, 2005; SHABIR et al., 2007; USP 33, 2010; CHAN,
2011; HAECKEL e SONNTAG, 2012; BONFILIO et al., 2012).

A especificidade do método analitico indica sua capacidade de diferenciar e quantificar o
analito, na presenga de outros constituintes da amostra que inclusive poderiam interferir na sua
determinacdo, como adjuvantes, impurezas, produtos de degradacdo ou mesmo outra substancia
ativa. A linearidade corresponde a capacidade do método analitico para demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentragdo da substincia sob andlise.

A precisdo representa o grau de concordancia entre os resultados de anélises individuais de
uma mesma amostra homogénea, em idénticas condi¢des de ensaio. E determinada pela
repetibilidade, precisao intermedidria e reprodutibilidade. A repetibilidade é efetuada por meio de
vdrias andlises, nas mesmas condi¢cdes em curto intervalo de tempo. Esta determinagdo deve ser
feita a partir de, no minimo, seis determinacdes na concentracdo estabelecida correspondente a
100%. A precisdo intermedidria expressa o efeito das variacdes devido a eventos como diferentes
dias, analistas ou equipamentos. A reprodutibilidade se refere ao uso do procedimento analitico em
diferentes laboratérios, como parte de estudo colaborativo. A precisdo normalmente € expressa
através de Desvio Padrao Relativo percentual (DPR %).

A exatidao descreve a proximidade dos resultados médios fornecidos pelo método em
relacdo ao valor tedérico. Pode ser determinada através do ensaio de quantidade conhecida da
substincia sob andlise adicionada em meio preparado com excipientes da formulagdo ou em
solucdo da amostra de produto farmacéutico.

O limite de deteccdo corresponde a menor concentracao da substincia em andlise que pode
ser detectada com certo limite de confiabilidade, porém nao necessariamente quantificada com
valor exato, utilizando o procedimento experimental.

O limite de quantificacdo representa a menor concentracdo de um analito que pode ser

quantificada com precisao e exatidao aceitdveis.
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A robustez descreve a reprodutibilidade do método analitico, frente a pequenas variagdes
nas condi¢Oes experimentais, como por exemplo: propor¢do e pH da fase mével, temperatura,
comprimento de onda, estabilidade da solu¢do analitica, entre outros.

O teste de adequabilidade do sistema consiste na verificacio da resolucdo e
reprodutibilidade do procedimento analitico, devendo ser realizado através da andlise de
parametros como simetria, fator de capacidade, pratos tedricos, resolugdo, drea e tempo de
reten¢ao.

Desse modo, estes pardmetros demonstram que o método é adequado para a finalidade
pretendida, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos resultados (SWARTZ e KRULL,
1998; SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004; USP 33, 2010; CHAN, 2011).

O desenvolvimento e validacio de métodos analiticos aplicdveis para estudos de
estabilidade sdao recomendados para avaliagdo de formulacdes farmacéuticas durante seu
desenvolvimento e controle de qualidade (BAKSHI e SINGH, 2002). Nesse contexto, estudos
forcados de degradacdo e de especificidade devem ser realizados, a fim de demonstrar a
capacidade e garantir a adequabilidade do procedimento analitico. Recomenda-se a obtencdo dos
provaveis produtos de degradacdo através da avaliacdo da suscetibilidade da molécula sob estudo a
condicdes de estresse como temperaturas elevadas, oxidagdes, fotdlises e hidrdlises em ampla

faixa de pH (ICH, 2003; SHABIR et al., 2007).
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4. DESCRICAO
4.1 Descricao geral

Quimicamente, a tigeciclina é (4S5,4aS,5aR,12aS)-9-[2-(terc-butilamina)acetamida]-4,7-
bis(dimetilamina)-1,4,4a,5,5a,6,11,12a-octaidro-3,10,12,12a-tetraidroxi-1,11-dioxo-2-naftaceno-
carboxamida. Apresenta registros nimero 220620-09-7, no Chemical Abstracts Service (CAS), e
numero 09535, na Denominacdo Comum Brasileira (DCB). A tigeciclina € descrita como um po
cristalino alaranjado, com férmula empirica Cy9H39NsOg e massa molecular de 585,65 g/mol
(CONTE Jr. et al., 2005; O’NEIL, 2006; DOAN et al., 2006; STEIN e CRAIG, 2006;
TOWNSEND et al., 2006; JI et al., 2008; PETERSON, 2008). De acordo com informagdes da
base de dados SciFinder®, os valores de pKas, calculados pelo Advanced Chemistry Development
(ACD/Labs) Software V11.02, foram 4,50 = 1,00 e 11,05 + 0,70. A estrutura quimica da

tigeciclina esté representada na Figura 4.1.1.

Figura 4.1.1. Estrutura quimica da tigeciclina (CAS: 220620-09-7)
Fonte: LIVERMORE, 2005
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A tigeciclina, Tygacil®, é comercializada no Brasil pela Wyeth Indiistria Farmacéutica,
com registro no Ministério da Satude concedido em 3 de outubro de 2005. O produto € vendido na
apresentagdo de cartucho com 10 frascos-ampola contendo 50 mg de tigeciclina, na forma
farmacéutica de pé liofilizado. E indicado para o tratamento de infec¢des complicadas da pele e

tecidos moles e infec¢des intra-abdominais.
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4.2 Substancia Quimica de Referéncia (SQR)

Foi utilizada tigeciclina SQR com teor especificado de 98,80% e identificada pelo nimero
de controle 0904012356t, adquirida da empresa Sequoia Research Products (Pangbourne, Reino
Unido).

4.3 Forma Farmacéutica

Foram utilizadas amostras de p6 liofilizado, frascos-ampola contendo 50 mg de tigeciclina,
sob nimeros de lote E60464 ¢ C65323 com o nome comercial de Tygacil®, Laboratorio Wyeth,
adquiridas comercialmente. Cada frasco de pé liofilizado contém: 53 mg de tigeciclina e 100 mg

de lactose monoidratada.
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5. ANALISE QUALITATIVA

5.1 CARACTERISTICAS FISICAS
5.1.1 Método

A tigeciclina SQR descrita no item 4.2 foi avaliada visualmente em relacdo ao aspecto, cor

e odor.

5.1.2 Resultados

A tigeciclina apresentou-se sob a forma de pd alaranjado inodoro. A descricdo estd de

acordo com a citada pelo fabricante.
5.2 REACAO DE IDENTIFICACAO

Considerando a estrutura quimica da tigeciclina, representada na Figura 4.1.1, como
representante das glicilciclinas, as quais sdo derivadas estruturalmente das tetraciclinas, realizou-se
a reacdo preconizada nos compéndios oficiais para identificacdo das tetraciclinas na caracteriza¢ao

estrutural do farmaco.
5.2.1 Método

A Farmacopeia Britanica (BP, 2010) preconiza, como método de identificacdo de
cloridratos de minociclina e tetraciclina, reagdo de 2,0 mg de fiarmaco com 5 mL de acido
sulfirico, gerando coloracdo amarela brilhante (cloridrato de minociclina) ou violeta avermelhada
(cloridrato de tetraciclina). Apds, adicionando 2,5 mL de dgua, a cor torna-se amarelo pdlido

(cloridrato de minociclina) ou amarelo (cloridrato de tetraciclina).
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5.2.2 Resultados

A tigeciclina € relacionada estruturalmente com a minociclina, sendo a diferenga apenas o
radical glicilamido no carbono da posicdo 9 presente na estrutura da tigeciclina. Conforme
esperado, a tigeciclina comporta-se como o cloridrato minociclina, observando-se coloracdo

amarela brilhante apds reacdo com 4cido sulftrico.

5.3 DETERMINACAO DA FAIXA DE FUSAO

A faixa de fusdo pode ser empregada na caracterizagdo de um composto, sendo ainda um
importante indicativo de pureza, quando comparado com padrdes de referéncia, pois uma pequena
quantidade de impureza pode causar diminui¢do do ponto de fusdo ou alargar a faixa de fusdo de

um determinado composto (GRAHAM, 1995).

5.3.1 Método

A faixa de fusdo foi determinada na substincia de referéncia, descrita no item 4.2,
utilizando equipamento automatico Stuart Scientific SMP3 (Staffordshire, Reino Unido). O
farmaco foi colocado em tubos capilares com 1 mm de espessura e 6 cm de comprimento que

foram introduzidos no equipamento.

5.3.2 Resultados

Nao foi possivel a obtencdo de uma faixa de fusdo, pois ocorreu decomposicao,
evidenciada pela alteracdo de cor da substincia. A mudanca de cor teve inicio em 180-185 °C,
aumentando progressivamente de intensidade até completa decomposicao (alaranjado-marrom-
preto). Na faixa de 220-240 °C houve a formacg@o de bolhas, cessando em aproximadamente

250 °C. Nao foi encontrada faixa de fus@o especificada para tigeciclina na literatura consultada

(O’NEIL, 2006).
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5.4 ANALISE TERMICA

Andlise térmica € um dos mais importantes grupos de técnicas para caracterizacio fisica e
quimica de materiais farmacéuticos. A longa histéria de utilizacdo e a grande variedade de
aplicacdes de métodos térmicos refletem a necessidade de ferramentas versateis de caracteriza¢ao
no desenvolvimento de produtos farmacéuticos. Embora existam exemplos em que métodos
térmicos forneceram informagdes quimicas como pureza e/ou degradacdo, a vasta maioria de
aplicacdes € associada a caracterizacdo das propriedades e estrutura fisicas de materiais. Em
relagdo a estrutura fisica, sdo avaliados o arranjo das moléculas de composi¢do conhecida e os
eventos associados com mudangas neste arranjo fisico. Sd@o estudados processos de fusdo,
cristalizacdo e transic¢do vitrea, os quais refletem a estrutura do material em condi¢des ambiente ou
de uso, tendo como exemplo a detec¢do de polimorfismo no estudo de variacdes no ponto de
fusdo. Alternativamente, o processo térmico pode predizer a estabilidade fisica, como no estudo do
comportamento da transi¢do vitrea para prever as condi¢des de armazenamento nas quais o risco
de cristalizacdo é minimizado (CRAIG e READING, 2007).

Os termos termogravimetria (TG), termogravimetria diferencial (DTG) e anélises
termogravimétricas (TGA) descrevem qualquer método experimental onde mudangas na massa sao
utilizadas para detectar e medir processos quimicos e, menos frequentemente, fisicos que ocorrem
no aquecimento do produto sob investigacio. O uso farmacéutico basico de TGA € na
determinacdo do contetido de dgua. TGA é um método simples e rdpido para determinacio de
perda de massa que € usualmente mais adequado do que, por exemplo, andlises por Karl Fischer
(CRAIG e READING, 2007).

Na andlise térmica diferencial (DTA) mede-se a diferenca de temperatura entre a
substancia analisada e o material de referéncia, quando ambos sdo submetidos a controle de
temperatura programado (HATAKEYAMA e QUINN, 1994; CLASS et al, 1999). Na
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) mede-se, ao invés da diferenca de temperatura, a
diferenca de energia que € fornecida a substancia em andlise em comparacdo a um padrdo inerte.
Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) € o método mais amplamente usado de andlise térmica
no ambito farmacéutico. Esta técnica normalmente envolve a aplicagdo de aquecimento linear ou
sinal de resfriamento para uma amostra e a subsequente medida da temperatura e energia associada
com os eventos térmicos fusdo, cristalizagdo, transicdo vitrea e reagdes de decomposicao. Existem

muitas vantagens associadas ao método como a necessidade de pequena quantidade de amostra,
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ampla faixa de temperatura disponivel na maioria dos equipamentos comerciais e a simplicidade e
velocidade da medida (CRAIG e READING, 2007).

O objetivo deste estudo foi determinar a estabilidade de tigeciclina frente a temperatura
bem como sua pureza e faixa de fusdo, através da andlise das curvas obtidas e também pela

comparacao dos perfis de tigeciclina SQR e p6 liofilizado.

5.4.1 Método

Foram utilizadas massas de 4,00 + 0,4 mg de tigeciclina SQR e p¢ liofilizado, descritos nos
itens 4.2 e 4.3. Analisou-se, também, em paralelo, lactose monoidratada, o tnico adjuvante
presente no produto farmacéutico da tigeciclina.

As curvas de termogravimetria (TG) foram obtidas em médulo DTA-TGA simultaneo. O
equipamento utilizado foi o modelo SDT-2960 TA Instruments (New Castle, Estados Unidos),
com faixa de temperatura avaliada entre 25 e 1000 °C, sob atmosfera de nitrogénio (vazdo 100
mL/min) e razdo de aquecimento de 10 °C/min. As amostras foram acondicionadas em cadinho de
alumina.

Na andlise por calorimetria exploratéria diferencial (DSC), as curvas de DSC foram obtidas
em equipamento modelo DSC-2910 TA Instruments (New Castle, Estados Unidos), com faixa de
temperatura de 25 a 250 °C, sob atmosfera de nitrogénio (vazdo 25 mL/min) e razdo de
aquecimento de 10 °C/min. Utilizaram-se cadinho de aluminio como suporte da amostra e, como

referéncia, outro cadinho vazio.

5.4.2 Resultados

As Figuras 5.4.1, 5.4.2 e 5.4.3 demonstram o comportamento da tigeciclina nas andlises

por termogravimetria e calorimetria exploratdria diferencial.
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Figura 5.4.1 Curvas termogravimétricas obtidas na andlise de tigeciclina SQR e p¢ liofilizado e

lactose monoidratada
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Figura 5.4.2 Alteracdo da escala da Figura 5.4.1 para melhor visualiza¢do dos eventos ocorridos
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As curvas TG demonstraram que o padrdo apresenta maior estabilidade térmica que a
amostra, uma vez que o padrio inicia sua decomposi¢do em 177,7 °C e a amostra em 168,9 °C. A
curva TG da amostra revela que a perda de dgua ocorre no intervalo de 30 a 112 °C, enquanto que
na curva do padrio ocorre no intervalo de 46 a 98 °C. A lactose apresenta a perda de dgua no

intervalo de 89 a 161 °C e sua decomposi¢do em 187,4 °C.

Figura 5.4.3 Curvas de DSC obtidas na andlise de tigeciclina SQR e p¢ liofilizado e lactose

monoidratada
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A curva DSC da amostra mostra perda de dgua e em seguida sua decomposicao térmica
indicando o seu estado amorfo (ndo foi verificado pico endotérmico de fusdo). A curva DSC do
padrdao mostra o seu estado mais cristalino, quando comparada com a curva da amostra, ocorrendo
também perda de dgua e em seguida sua fusdo em 78,3 °C e depois a sua decomposi¢io.

A curva DSC da lactose mostra perda de dgua e em seguida um pico endotérmico em
147,2 °C referente a fusdo, seguido de ocorréncia de cristaliza¢do verificada pelo aparecimento de

pico exotérmico em 175,6 °C e logo apés a fusdo verificada pelo pico endotérmico em 215,1 °C e
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entalpia de 71,1 J/g. Apés este pico, observa-se um pico endotérmico menor em 236,4 °C referente

a decomposi¢do térmica do composto fundido.

5.4.3 Discussao

Recentemente, o estudo de estrutura cristalina de fairmacos tem recebido especial atencao,
devido a multiplas razdes. Primeiro, tem se observado que o conhecimento do estado amorfo de
farmacos € necessdrio para otimizag¢do do processo de producido de muitos produtos farmacéuticos
que utilizam sistemas de secagem, assim como materiais poliméricos como microesferas de 4cido
polilatico e filmes de revestimento. Segundo, firmacos amorfos podem apresentar caracteristicas
de dissolu¢do aumentadas, com concomitante possibilidade de aumento de biodisponibilidade.
Terceiro, € possivel gerar material amorfo a partir de substincias cristalinas por moagem ou
secagem. Esta fracdo amorfa pode alterar as propriedades do processo e a estabilidade do material
(CRAIG e READING, 2007).

Através das andlises das curvas termogravimétricas foi possivel verificar as perdas de
massa de tigeciclina SQR e pé liofilizado e lactose monoidratada, sendo os perfis de SQR e
produto farmacéutico similares, com diferencas nas temperaturas de perda de 4gua o que pode ser
atribuido aos diferentes processos de fabricacdo e a presencga de adjuvante.

Na andlise por DSC, as curvas de tigeciclina SQR e pé liofilizado foram diferentes,
caracterizando diferentes formas cristalinas das duas amostras. O estado amorfo da amostra de
produto farmacéutico pode ser atribuido ao processo de fabricacdo, conforme destacado acima.
Observou-se pico endotérmico em temperatura de 78,3 °C sendo atribuido a fusdo do farmaco.

A fusdo de tigeciclina SQR a 78,3 °C ndo foi observada quando avaliada em equipamento
de determinacdo da faixa de fusd@o em capilar, pois este ¢ um método menos sensivel, ndo
possibilitando a visualizagao da mudancga de estado fisico deste farmaco, ocorrendo decomposicao

logo apds a sua fusao.
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5.5 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DE INFRAVERMELHO

A espectrofotometria no infravermelho situa-se entre as regides do visivel e das micro-
ondas. Neste espectro, a correlagdo pico a pico € uma Otima evidéncia para a identidade da
amostra. O espectro de infravermelho é caracteristico da molécula como um todo, mas certos
grupos de dtomos originam picos de absor¢do que ocorrem em frequéncia préxima independente

da estrutura da molécula (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
5.5.1 Método

Os espectros foram obtidos com auxilio de espectrofotometro FTIR SHIMADZU (Toéquio,
Japao), modelo 3000 (Columbia, USA), adicionando aproximadamente 4 mg de tigeciclina SQR,
tigeciclina p¢ liofilizado e excipiente lactose monoidratada, em pastilhas de 250 mg de brometo de
potéssio dessecado.

5.5.2 Resultados

Os espectros na regido do infravermelho obtidos estdo representados pelas Figuras 5.5.1,

552,553e5.54.
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Figura 5.5.3. Espectro na regido de infravermelho de lactose monoidratada em pastilhas de KBr
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5.5.3 Discussao

O espectro de absor¢do na regido infravermelho em pastilhas de KBr apresentou bandas de
absor¢do caracteristicas dos grupamentos quimicos presentes na molécula de tigeciclina, conforme

apresentado na Tabela 5.5.1.

Tabela 5.5.1. Faixas de frequéncias e grupamentos correspondentes das bandas observadas nos

espectros de infravermelho de tigeciclina SQR e po liofilizado

Faixa de frequéncias (em™) Grupamentos responsaveis

3550 — 3200 Deformacao axial dos grupamentos O-H de dlcoois e fendis

1685 — 1666 Deformacao axial do grupamento C=0 de cetona conjugadas

1680 -1640 Deformacao axial do grupamento C=0 de amidas primdrias e secunddrias

1650 — 1515 Deformacao angular do grupamento N-H de amidas primarias e secundérias
1600 — 1585 e 1500 - 1400 Deformacao axial do grupamento C-H de anel aromético

1260 — 1000 Deformacao axial do grupamento C-O de dlcoois e fendis

1250 — 1020 Deformacao axial do grupamento C-N de aminas secunddrias e tercidrias

A interpretacdo dos espectros de absorcao no infravermelho de tigeciclina € dificultada pela
complexidade da molécula, a qual apresenta muitos grupamentos que exercem influéncia sobre
regides vizinhas, modificando as frequéncias de absor¢do. Além disso, alguns grupamentos
apresentam absor¢cdo em regides similares, havendo sobreposicdo de bandas, como no caso da
deformagdo axial do grupamento O-H (3550-3200 cm™) que apresenta uma banda larga que
impede a visualiza¢do das bandas de deformacao axial do grupamento N-H de aminas primadrias e
secundarias (3500, 3400 e 3350-3310 cm'l). Assim, técnicas complementares sdo necessdrias para
que se obtenha uma completa identificacdo desta molécula.

O adjuvante lactose monoidratada, quando analisado isoladamente, apresentou alta
absortividade no infravermelho, com bandas altas em regides de absor¢do comuns aos
grupamentos presentes na molécula da tigeciclina. Justificou-se assim, as diferencas observadas
entre os espectros da SQR e da amostra de po liofilizado, o que ndo impediu a observacido de
bandas similares, caracteristicas dos grupamentos presentes em ambos. Os espectros obtidos foram

analisados de acordo com dados apresentados na literatura (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).
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5.6 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

Farmacos podem ser identificados através da andlise de seu espectro de absor¢do na regido
do ultravioleta (200-400 nm). Com a utilizacdo de diferentes solventes (dgua, metanol, dcido
cloridrico 0,1 M e hidréxido de s6dio 0,1 M), pode-se observar as bandas de absor¢do maxima de

tigeciclina, assim como a influéncia do pH em suas caracteristicas de absor¢ao.

5.6.1 Material

Todas as determinacdes foram realizadas em espectrofotdometro UV-Vis Shimadzu
(Téquio, Japao), modelo UV mini-1240, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.
Utilizaram-se como solventes dgua purificada (Milli-Q®), 4cido cloridrico PA (Synth), hidréxido
de s6dio PA (Merck) e metanol PA (Synth). A substidncia quimica de referéncia utilizada foi

descrita no item 4.2.

5.6.2 Método

Quatro pesagens de 2,5 mg de tigeciclina SQR foram transferidas para quatro baldes
volumétricos de 50 mL, completou-se o volume com dgua, metanol, acido cloridrico 0,1 M e
hidréxido de sédio 0,1 M, respectivamente, obtendo-se solu¢des de 50 pg/mL. Destas solucdes,
retiraram-se 3,2 mL, que foram transferidos para baldes volumétricos de 10 mL, obtendo-se
solugdes de 16 pg/mL, apds completar o volume com os diferentes solventes. Os espectros de

absorcdo da SQR foram registrados na faixa de comprimento de onda entre 200 e 400 nm.

5.6.3 Resultados

5.6.3.1 Espectro em agua

Observou-se um maximo de absor¢do no comprimento de onda em 245 nm, com

absorvancia de 0,5541, para tigeciclina dissolvida em dgua a 16,0 pg/mL (Figura 5.6.1).
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Figura 5.6.1. Espectro de absor¢cdo da solucdo de tigeciclina SQR com concentragdo de 16,0

pg/mL, na regido do ultravioleta, utilizando 4gua como solvente
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5.6.3.2 Espectro em metanol
A banda de maxima absorcdo de tigeciclina, utilizando metanol como solvente a 16,0

pg/mL, encontra-se em 249 nm, com absorvancia de 0,6906 (Figura 5.6.2).

Figura 5.6.2. Espectro de absor¢cdo da solucdo de tigeciclina SQR com concentragdo de 16,0

pg/mL, na regido do ultravioleta, utilizando metanol como solvente
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5.6.3.3 Espectro em acido cloridrico 0,1 M
O comprimento de onda maximo observado para tigeciclina em meio dcido a 16,0 pg/mL

foi de 247 nm e absorvancia de 0,6727 (Figura 5.6.3).

Figura 5.6.3. Espectro de absor¢cdo da solucdo de tigeciclina SQR com concentragdo de 16,0

pg/mL, na regido do ultravioleta, utilizando 4cido cloridrico 0,1 M como solvente
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5.6.3.4 Espectro em hidroxido de sédio 0,1 M

Na Figura 5.6.4, observa-se o espectro de absorc¢do da solucdo de tigeciclina a 16,0 pg/mL
quando diluido em solucdo de hidréxido de sédio de 0,1 M com absor¢cdo maxima em 252 nm e

absorvancia de 0,5360.
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Figura 5.6.4. Espectro de absor¢cdo de solucdo de tigeciclina SQR com concentragdo de 16,0

pg/mL, na regido do ultravioleta, utilizando hidréxido de sodio 0,1 M como solvente
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5.6.4 Discussao

A absor¢ao molecular na regido do ultravioleta do espectro depende da estrutura eletronica
da molécula, assim, a identificacdo do farmaco pode ser feita pela determinacdo de suas
caracteristicas de absorcao em diferentes solventes (SILVERSTEIN e WEBSTER, 2000).

A tigeciclina mostrou-se solivel em dgua, metanol, HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M. Em NaOH
0,1 M, o farmaco apresentou um espectro de absorcdo sugestivo de degradagdo alcalina (Figura
5.6.4), pois observa-se uma menor absor¢@o e desaparecimento do maximo de absor¢do na regiao
de 350 nm. Os maximos de absor¢ao em HCI 0,1 M (247 nm), NaOH 0,1 M (250 nm) e metanol
(249 nm) apresentaram deslocamento batocromico em relagdo a absorcao em dgua (245 nm). Isto
ocorre, provavelmente, devido a influéncia de grupos auxocromicos dos solventes sobre o
crom6foro. Os solventes HC1 0,1 M e metanol também provocaram efeito hipercromico,
apresentando absorvancia maior em relagdo ao solvente dgua. Neste trabalho, optou-se pela
utilizagdo da dgua como solvente por possuir vantagens econdmicas e ambientais, tais como ser de
facil aquisi¢do e/ou descarte e baixo custo, tendo em vista as caracteristicas adequadas

apresentadas no espectro.
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5.7 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO VISIVEL

Farmacos podem ser identificados através da andlise do espectro de absorcdo na regidao do
visivel do produto colorido da reacdo entre o fairmaco e um reagente apropriado. Com a utilizacao
do reagente acetato de cobre e tampao acetato pH 3,0, obteve-se o produto da reagdo com banda de
absor¢ao maxima na regido do visivel. Compararam-se os espectros da tigeciclina na presencga e

auséncia de acetato de cobre, ambos em pH 3,0 para confirmag¢do da reacao.

5.7.1 Material

As determinagdes foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis Shimadzu (Toéquio,
Japao), modelo UV mini-1240, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. Para
comparacgdo dos espectros utilizou-se espectrofotdmetro UV/Vis Hewlett-Packard modelo 8453. O
ajuste de pH do tampao foi realizado em peagdmetro digital Micronal, modelo B474. Utilizou-se
agua purificada (Milli-Q®), acetato de cobre (Merck) e acetato de sédio (Synth). A substancia

quimica de referéncia utilizada foi descrita no item 4.2.
5.7.1.1 Preparo da solucao de cloridrato de tigeciclina SQR

Pesou-se quantidade equivalente a 2,0 mg de tigeciclina SQR e transferiu-se para baldo
volumétrico de 10 mL com auxilio de dgua, completando-se o volume com mesmo solvente,
obtendo-se a concentracdo de 200,0 pg/mL.
5.7.1.2 Preparo do reagente acetato de cobre 5%

Pesou-se 5,0 g de acetato de cobre e transferiu-se para balao volumétrico de 100 mL com

auxilio de dgua. Levou-se ao ultrassom por 30 minutos para solubilizacdo e completou-se com

agua, obtendo-se reagente com concentragdo final de 5,0%.
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5.7.1.3 Preparo do tampao pH 3,0

Pesou-se 4,0 g de acetato de sddio anidro e dissolveu-se em 800 mL de dgua, apds
quantidade suficiente de 4cido acético glacial (aproximadamente 130 mL) foi adicionado para
ajuste de pH. A solugdo foi transferida para baldao volumétrico de 1000 mL, completando-se o

volume com 4gua.

5.7.2 Método

Em baldo volumétrico de 10 mL adicionaram-se 1 mL de tampao, 1,1 mL de solugdo de
tigeciclina e 1 mL de solu¢do de acetato de cobre, apds completou-se o volume com 4gua,
obtendo-se solu¢do com concentragdo de 22 pug/mL de tigeciclina. As leituras foram efetuadas
imediatamente, em espectrofotdmetro contra o branco preparado da mesma forma, exceto pela
adicdo do farmaco. Os espectros de absorcio da SQR foram registrados numa faixa de
comprimento de onda entre 350 e 800 nm e, apds, 350-500 nm para melhor visualizagdo do

comprimento de onda de mdxima de absor¢ao.

5.7.3 Resultados

Apés reacdo com acetato de cobre 5,0%, observou-se um maximo de absorcdo no

comprimento de onda de 378 nm, com absorvancia de 0,5375, para tigeciclina dissolvida em dgua

a 22,0 pg/mL, conforme apresentado na Figura 5.7.1.
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Figura 5.7.1. Espectro de absorcdo na regido do visivel da solu¢do de tigeciclina SQR na
concentracdo de 22 pg/mL, apos reagir com acetato de cobre, em pH 3,0, utilizando dgua como

solvente
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A Figura 5.7.2 apresenta os maximos de absorcdo das solu¢des preparada com (A maximo:

378 nm) e sem (A maximo: 350 nm) adi¢do da solugcdo de acetato de cobre, ambas em pH 3,0 e

concentracdo de tigeciclina 22,0 png/mL.

Figura 5.7.2. Comparacdo dos espectros de absor¢ao na regido do visivel de tigeciclina SQR, em
pH 3,0, na concentracdo de 22 pg/mL, na auséncia (A mdximo: 350 nm) e presenga de acetato de

cobre (A maximo: 378 nm), utilizando 4gua como solvente

Abservingia
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5.7.4 Discussao

Uma vez que a tigeciclina provoca alteracdo da cor azul do acetato de cobre para
esverdeado, absorvendo na regido do visivel, é possivel a utilizacdo deste reagente para a andlise
qualitativa desta glicilciclina, j4 que o produto formado absorve em comprimento de onda
especifico. O mecanismo sugerido para a reagdo entre tigeciclina e acetato de cobre estd descrito

no item 6.5.8 deste trabalho.

5.8 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de adsor¢do liquido—soélido, na
qual a separacdo se da pela diferenca de afinidade dos componentes de uma mistura pela fase
estaciondria. Por ser um método simples, rdpido, visual e econdmico, a CCD é a técnica
predominantemente escolhida para o acompanhamento de reagdes organicas e indicada quando o
volume e frequéncia de andlises nao justificam o emprego de métodos instrumentais mais

complexos, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

5.8.1 Material

As placas utilizadas para identificagdo do farmaco foram cromatofolhas de silica-gel 60
F254 (20 x 20 cm) (Merck), com espessura de 0,25 mm, adquiridas comercialmente. Utilizou-se
metanol (Synth) como solvente, dcido etilenodiaminotetraacético (EDTA) (Quimica Moderna) e
hidréxido de sédio (Synth), para preparo da solugcdo de saturacdo das placas. A fase movel foi
constituida de diclorometano (Synth), metanol (Synth) e dgua purificada. A substancia quimica de
referéncia e as amostras de poé liofilizado utilizadas foram descritas nos itens 4.2 e 4.3,

respectivamente.
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5.8.2 Método

Antes da andlise, as placas foram borrifadas com solu¢do de EDTA 10%, ajustada para pH
9,0 com solucdo de NaOH 10 M, deixadas a temperatura ambiente por 30 minutos para secagem
e, apos, ativadas em estufa a 70 °C por uma hora.

Foram pesados 7,5 mg de tigeciclina SQR e o equivalente de p6 liofilizado e transferidos
para baldao volumétrico de 5 mL, completou-se o volume com metanol, obtendo-se solu¢do com
concentracdo de 1,5 mg/mL.

O equivalente a 8,35 mg de tigeciclina po liofilizado foi pesado e transferido para baldo
volumétrico de 5 mL, completou-se o volume com metanol, obtendo-se solu¢do com concentra¢io
de 1,67 mg/mL. Apds, 900 uL desta solugdo e 100 pL. de solucdes de NaOH 1 M, HCI 1 M ou
peréxido de hidrogénio 30% foram misturados para degradacdes bdsica, dcida e oxidativa,
respectivamente. Para degradacbes neutra e fotolitica (luz UVC 254 nm), as amostras foram
diluidas para 1,5 mg/mL com metanol. As degradacgdes 4cida, basica e neutra foram realizadas em
banho a 70 °C por 3 horas. A degradacdo oxidativa foi realizada por 15 minutos e a degradacio
fotolitica por 3 horas (Figura 5.8.3 e 5.8.4 A) e 24 horas (Figura. 5.8.4. B). Os brancos das
solugcdes de degradacdo foram preparados da mesma forma que as amostras, porém sem adicao de
farmaco, sendo o volume de solu¢do de farmaco substituido por solvente.

Foram testados os seguintes sistemas de fases méveis com solucdes de tigeciclina SQR e
po liofilizado:

Sistema 1: metanol : acetonitrila : dcido oxdlico (10:10:30) v/v/v
Sistema 2: metanol : acetonitrila : dcido oxalico (5:5:40) v/v/v

Sistema 3: metanol : diclorometano : dgua (36:58:6) v/v/v

Sistema 4: cloroférmio : metanol : EDTA 5% (65:20:5) v/v/v

Sistema 5: metanol : acetonitrila : isopropanol : dgua (5:4:0,5:0,5) v/v/v/v
Sistema 6: etanol: dcido acético: agua (20:12:12) v/v/v

Sistema 7: metanol : diclorometano : dgua (35:57:8) v/v/v

Para o ensaio, apds a ativacdo da placa, procedeu-se a saturagdo da cuba com o sistema de
fase movel. Com auxilio de seringa de 25 pL, foram transferidas as solugdes de tigeciclina SQR e
p6 liofilizado e amostras degradadas para as placas, procedendo-se a cromatografia. Apods

migracdo da fase moével, a placa foi retirada da cuba de vidro, deixando o solvente evaporar. A
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revelacdo das placas foi realizada em vapor de iodo, entretanto, fluorescéncia em camara UV (luz
UVA 365 nm) também foi observada. Realizou-se a comparacdo das manchas quanto a forma,

posicdo e tamanho e os valores de Rf de tigeciclina SQR e p¢ liofilizado foram calculados.

5.8.3 Resultados

A Figura 5.8.1 mostra as fotografias dos cromatogramas de tigeciclina SQR e p6 liofilizado

nos solventes dos sistemas 1, 2 e 3.



47

Figura 5.8.1. Cromatogramas obtidos de tigeciclina SQR (1) e tigeciclina p6 liofilizado (2) na
concentracio de 1,5 mg/mL. As solugdes de tigeciclina foram preparadas em dgua ()*, metanol ()°

e em dgua seguida de metanol ()°

Sistema 3 Sistema 3
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A Figura 5.8.2 mostra as fotografias dos cromatogramas de tigeciclina SQR e p6 liofilizado

nos solventes dos sistemas 4, 5 € 6.

Figura 5.8.2. Cromatogramas obtidos de tigeciclina SQR (1) e tigeciclina p6 liofilizado (2), ambos

diluidos para concentracdo de 1,5 mg/mL em metanol ()°

A Figura 5.8.3 mostra as fotografias dos cromatogramas de tigeciclina p6 liofilizado

intacto e degradado nos solventes do sistema 7.
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Figura 5.8.3. Cromatogramas obtidos de tigeciclina pé liofilizado, diluido em metanol (1,5
mg/mL), intacto (2) e apds degradagdo: acida (3), bésica (4), mistura da 4cida + bésica (3+4),
neutra (5), fotolitica (6) e oxidativa (7). Sendo (8) o branco da degradagdo oxidativa, (9) da baésica,

(10) da neutra, (11) da fotolitica e (12) da acida

A Figura 5.8.4 mostra as fotografias dos cromatogramas de tigeciclina pé liofilizado

intacto e degradado nos solventes do sistema 7, revelados em vapor de iodo e luz ultravioleta.
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Figura 5.8.4. Cromatogramas de tigeciclina pé liofilizado, diluido em metanol (1,5 mg/mL),

intacto (1) e apds degradacgdo: basica (2), dcida (3), neutra (4), oxidativa (5) e fotolitica (6). Sendo

(7) a mistura dos degradados. A revelagdo foi realizada em vapor de iodo (A) e em camara UV

(luz UVA 365 nm) (B)

A Figura 5.8.5 mostra a fotografia dos cromatogramas de tigeciclina SQR e p6 liofilizado
nos solventes do sistema 7. Os Rfs calculados para padrio e amostra foram 0,60 e 0,61,

respectivamente.
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Figura 5.8.5. Cromatograma obtido de tigeciclina SQR e pé liofilizado, revelado em vapor de

iodo

5.8.4 Discussao

A cromatografia em camada delgada foi empregada com o objetivo de identificar a
tigeciclina em pé liofilizado e também distinguir tigeciclina de seus produtos de degradacdo,
utilizando para isso vdrios sistemas solventes. A tigeciclina indica, no vapor de iodo e no UV-
longo, uma mancha bem caracteristica, de intensidade de cor roxa, facilmente identificdvel.

Através da andlise da estrutura quimica da tigeciclina, pode-se concluir que é uma
molécula polar, com grupos funcionais organicos bem caracteristicos. Nos sistemas 1 e 2, o perfil

da placa ndo foi satisfatorio, podendo ser atribuido a ndo saturacdo da placa com solugdo de

EDTA, o que ndo foi realizado devido a presenca de dcido oxdlico na fase moével, salientando que
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ambos possuem a propriedade de evitar a formagcdo de quelatos entre a tigeciclina e possiveis
metais presentes na placa, melhorando assim a resolu¢do dos pontos. No sistema 4, o farmaco
migrou muito rapidamente, ndo havendo interacdo com a placa, por outro lado, no sistema 5, ndo
houve migracdo do farmaco. No sistema 6, a amostra migrou, mas ndo de modo homogéneo,
espalhando-se pela placa.

Na literatura foram encontrados trabalhos utilizando CCD com o objetivo de identificar
tetraciclinas. Para tigeciclina ndo sdo descritos métodos por CCD, adotando-se como referéncia os
estudos com tetraciclinas.

A CCD apresenta-se como uma importante ferramenta, com a qual € possivel caracterizar a
maioria das moléculas farmacéuticas. Além disso, € de facil execu¢do e compreensdo, versatil e de
baixo custo. O método por CCD desenvolvido demonstrou ser adequado para a identificagdo de
tigeciclina na forma farmacéutica, e o melhor sistema desenvolvido e adequado para identificacao
de produtos de degradagdo foi o sistema 7 composto por metanol, diclorometano e dgua (35:57:8),

v/viv.
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6 ANALISE QUANTITATIVA

6.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

Na industria farmacéutica, a cromatografia liquida de alta eficiéncia é a ferramenta de
andlise mais utilizada, aplicada em todos os estdgios de pesquisa, desenvolvimento e producio de
farmacos (KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007). A cromatografia liquida € um processo de
separagdo em que os componentes de uma amostra sdo distribuidos entre duas fases imisciveis,
uma movel e outra estaciondria. A fase estaciondria pode ser sélida, sendo porosa ou na forma de
pequenas particulas. A fase mdvel € composta por solventes de diferentes polaridades (MEYER,
2010). O sistema composto de fase estaciondria mais apolar em relac@o a fase mével € classificado
como cromatografia liquida em fase reversa. Neste sistema, a separacdo das moléculas é baseada
na sua hidrofobicidade. Moléculas hidrofilicas ficam menos retidas em uma coluna de fase reversa
comparadas a moléculas hidrofébicas, quanto mais tempo o soluto fica retido na fase estaciondria,
maior o fator de reten¢do. Como resultado, as moléculas com diferentes constantes de equilibrio
eluem com diferentes tempos e sido separadas. E comum a anélise de amostras hidrofébicas com
eluicdo em gradiente usando duas fases méveis diferentes. Neste sistema, a amostra, dissolvida em
eluente polar, € injetada em uma coluna equilibrada com o mesmo eluente. A molécula hidrofébica
ficard retida na coluna devido a sua maior afinidade com a fase estaciondria apolar. Apds a injecao
da amostra, um gradiente € iniciado com aumento continuo da concentra¢do do eluente apolar na
fase mével. A molécula eluird quando a afinidade pela fase modvel for maior que pela fase
estacionaria (SCHLUTER, 1999).

A fase estaciondria apolar da fase reversa € usualmente um grupo alquil ligado a um
suporte de silica, o qual é preparado através da ligacao covalente do grupo alquil ao grupo silanol
superficial da silica (SCHLUTER, 1999). As propriedades da silica tém sido estudadas por anos e
a tecnologia de fabricacdo de particulas esféricas porosas de tamanho e porosidade controlados
estd bem desenvolvida (KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007).

Sistemas em fase reversa sdo os mais comumente utilizados, sendo quase 90% das andlises
de amostras de baixo peso molecular. A elevada utilizagdao deste modo de elui¢do se deve a
habilidade de discriminar componentes muito semelhantes entre si e a facilidade de variagdo da

retencdo e seletividade (KAZAKEVICH e LOBRUTTO, 2007). Neste contexto, desenvolveu-se
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um método por cromatografia liquida em fase reversa para quantificagdo de tigeciclina em pé
liofilizado e separacdo de seus diferentes produtos de degradacdo, através do estudo dos

parametros preparo da amostra, coluna, fase mével e sistema de detec¢ao.

6.1.1 Ensaios preliminares

Diferentes sistemas cromatogrificos foram testados com objetivo de encontrar condigdes

favordveis a quantificagdo do farmaco e adequada separacio de seus produtos de degradacao.

6.1.2 Material

Foram utilizados tigeciclina SQR e p6 liofilizado, descritos nos itens 4.2 e 4.3. Utilizaram-
se como solventes: acetonitrila (JTBaker), metanol (JTBaker), ambos grau CLAE; dgua purificada
(Milli-Q); dcido fosférico (Synth) grau analitico. Os reagentes utilizados foram acetato de amonio,
acido oxadlico, fosfato de sdédio monobdsico, fosfato de potdssio monobdsico e acido
octanossulfonico. As solugdes foram filtradas através de membrana de nitrato de celulose de 0,45
um (Sartorius) e degaseificadas em ultrassom (Unique) durante 30 minutos.

O sistema cromatografico utilizado foi cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Waters,
composto de bomba cromatografica gradiente bindria Waters® 1525, injetor manual Rheodyne
Breeze 7725i e detector UV-Vis Waters® 2487. Foram utilizadas colunas Symmetry C18 Waters 5
um (250 x 4,6 mm) e Luna C;3 Phenomenex 5 pm (250 x 4,6 mm). As dreas dos picos foram

integradas automaticamente usando o programa de software Empower 2.

6.1.3 Preparo das fases moveis

Foram preparadas solucdes aquosas de trietilamina, dcido acético, acido fosférico nas
concentracdes de 0,1% e 0,3% v/v (pH 3,0; pH 2,5), adicionados ou ndo de EDTA e trietilamina,
acido oxalico 0,02 M (pH 3,0). Os tampdes utilizados foram acetato de amoénio 50 mM (pH 6,2),
fosfato de potdssio monobdsico 0,01 M e 0.05 M (pH 3,0; pH 4,0; pH7,0) fosfato de sédio
monobdsico 0,023 M, 0,03 M e 0,06 M (pH 3,0; pH 2,5; pH 7,0), fosfato de sédio monobdsico

0,015 M + &4cido oxélico 0,015 M (pH 7,0). As fases moveis foram compostas de diferentes
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propor¢des das solugdes aquosas e solventes organicos e as misturas foram realizadas no

equipamento. Cada fase movel foi filtrada e levada ao ultrassom para degaseificagdo antes do uso.

6.1.4 Preparo da solucao de tigeciclina SQR

Foram pesados 5 mg de tigeciclina SQR e transferidos para baldao volumétrico de 25 mL,
cujo volume foi completado com tampdo da fase moével, para a obtencdo de solucdo com
concentracdo de 200,0 pg/mL. Aliquotas desta solucdo foram transferidas para baldes

volumétricos para gerar solucdes com a concentracgao final requerida.

6.1.5 Preparo da solucio de tigeciclina pé liofilizado

O contetido de trés frascos contendo 50 mg tigeciclina p6 liofilizado foi adicionado a um
recipiente adequado; a partir deste pool de amostras, o equivalente a 2,5 mg de tigeciclina foi
pesado e transferido para balao volumétrico de 25 mL. Partindo desta solug¢do, volumes de 7,0 mL
foram transferidos para baldes volumétricos de 10 mL, obtendo-se solugdes com concentracao
final de 70 pg/mL. O cdlculo da concentragdo e do teor de tigeciclina nas amostras foi realizado
através das equagdes 6.1.1 e 6.1.2, descritas no item 6.1.7.4 deste trabalho.

O peso médio foi realizado com somente 3 frascos de tigeciclina pé liofilizado devido a
alta reatividade da tigeciclina com oxigénio e a seu alto custo de aquisicdo, pois o risco de
exposicdo a degradacdo, ao abrir a quantidade preconizada de amostras para realizacdo desta

etapa de andlise, era alto.

6.1.6 Método

Algumas fases méveis utilizadas nos ensaios preliminares estdo descritas a seguir:
A) Acido acético 0,5 % : acetonitrila (95:5 v/v), vazao de 1,0 mL/min
B) Acido acético 0,5 % : metanol (95:5 v/v), vazdo de 1,0 mL/min
O Acido oxalico 0,02 M pH 3.0 : acetonitrila (88:12 v/v), vazao de 1,0 mL/min
D) Acido fosférico 0,025 M + EDTA 5mM : acetonitrila (89:11 v/v), vazdo de 1,0 mL/min
E) Acido fosférico 0,025 M pH 2,5 : acetonitrila (90:10 v/v), vazao de 1,0 mL/min
F) Acido fosférico 0,025 M pH 3,0 : acetonitrila (89:11v/v), vazdo de 1,0 mL/min
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G) Acido fosférico 0,025 M (pH 3,0, ajustad com trietilamina ) : acetonitrila (92:08 v/v), vazao de
1,0 mL/min

H) Acido fosférico 0,025 M+ 4cido oxdlico 0,01 M (pH 7,0) : metanol: acetonitrila (45:27,5:
27,5 v/v), vazdo de 1,0 mL/min

I) Fosfato de potassio 0,05 M pH 7,0: acetonitrila (60:40 v/v), vazao de 1,0 mL/min

J) Fosfato de s6dio monobdsico 0,03 M pH 2.5: acetonitrila (90:10 v/v), vazdo de 1,0 mL/min

K) Fosfato de s6dio monobdsico 0,03 M pH 2.5: acetonitrila (90:10 v/v), apdés degradacdo em
solucdo. HC1 0,1 M por 8 horas, sob aquecimento (70 °C), vazio de 1,0 mL/min

L) Fosfato sédio monobasico 0,03 M pH 3,0: acetonitrila (84:16 v/v), vazao de 0,5 mL/min

M) Fosfato de sédio monobdsico 0,01 5M + 4cido oxalico 0,01 SM pH 7,0: acetonitrila (70:30

v/v), vazdo de 1,0 mL/min
N) Fosfato de s6dio monobdsico 0,015 M + 4cido oxédlico 0,015 M pH 7,0: metanol (40:60 v/v),

vazao de 1,0 mL/min
0O) Fosfato de s6dio monobdsico 0,03 M pH 6,0: acetonitrila (67: 33 v/v), vazao 0,8 mL/min
P) Trietilamina 0,4% (pH 7,0 ajustado com 4cido fosférico): acetonitrila (70:30 v/v), vazao de 1,0

mL/min

Os cromatogramas obtidos com os sistemas testados estdao descritos nas Figuras 6.1.1 e 6.1.2.
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Figura 6.1.1. Cromatogramas de tigeciclina p6 liofilizado (70 pg/mL) obtidos com diferentes
fases moveis: (A) acido acético 0,5 % : acetonitrila (95:5 v/v), (B) acido acético 0,5 %
metanol (95:5 v/v), (C) 4cido oxdlico 0,02 M pH 3,0 : acetonitrila (88:12 v/v), (D) 4cido
fosférico 0,025 M + EDTA 5SmM : acetonitrila (89:11 v/v), (E) 4cido fosférico 0,025 M pH
2,5 : acetonitrila (90:10 v/v), (F) é4cido fosférico 0,025 M pH 3,0 : acetonitrila (89:11 v/v),
(G) 4cido fosforico 0,025 M (pH 3,0, ajustado com trietilamina) : acetonitrila (92:08 v/v) e
(H) 4cido fosfoérico 0,025 M+ 4cido oxdlico 0,01 M (pH 7,0) : metanol: acetonitrila
(45:27,5: 27,5 vIv)

=
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Figura 6.1.2. Cromatogramas de tigeciclina p6 liofilizado (70 pg/mL) obtidos com diferentes
fases moveis: (I) fosfato de potéssio 0,05 M pH 7,0: acetonitrila (60:40 v/v), (J) fosfato de sédio
monobdsico 0,03 M pH 2.5: acetonitrila (90:10 v/v), (K) fosfato de sédio monobasico 0,03 M pH
2.5: acetonitrila (90:10 v/v), ap6s degradac@o em solucdo. HC1 0,1 M por 8 horas, sob aquecimento
(70 °C), (L) fosfato de s6dio monobdsico 0,03 M pH 3,0: acetonitrila (84:16 v/v), vazao de 0,5
mL/min, (M) fosfato de s6dio monobasico 0,01 SM + &4cido oxélico 0,01 5SM pH 7,0: acetonitrila
(70:30 v/v), (N) fosfato de s6dio monobdsico 0,015 M + acido oxélico 0,015 M pH 7,0: metanol
(40:60 v/v), (O) fosfato de sédio monobdsico 0,03 M pH 6,0: acetonitrila (67: 33 v/v), vazao 0,8

mL/min e (P) trietilamina 0,4% (pH 7,0 ajustado com &4cido fosférico): acetonitrila (70:30 v/v)
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A tigeciclina € um andlogo estrutural das tetraciclinas, apresentando propriedades quimicas
similares a este grupo. As tetraciclinas formam quelatos com fons metélicos e sdo adsorvidas nos
grupos silandis presentes nas colunas de fase reversa, dessa forma, é comum as tetraciclinas
apresentarem picos com cauda. Para evitar a ocorréncia de picos assimétricos, fases méveis com
véarios dcidos (fosférico, citrico, tartdrico e EDTA) na cromatografia em fase reversa ou
cromatografia de troca i6nica t€m sido utilizadas. Entretanto, mesmo utilizando fases méveis com
esses acidos, em determinadas situagdes as tetraciclinas ainda apresentam picos ndo satisfatorios e
somente fases moveis com dcido oxalico sdo capazes de melhorar os resultados (OKA, 2000).

A partir dos sistemas testados, foi possivel avaliar que o pico da tigeciclina apresenta
melhor simetria quando pHs mais baixos foram utilizados, porém em alguns casos (A, C, D, G),
observou-se irregularidades na linha de base e pouca estabilidade de tempo de retengdo. A simetria
do pico piorou quando metanol e pHs mais altos foram utilizados. Ao se utilizar a fase mével J -
fosfato de s6dio monobasico 0,03 M pH 2.5: Acetonitrila (90:10 v/v)- obteve-se pico com boa
configuracdo, entretanto nao houve separagdo dos produtos de degradacdo gerados a partir de
degradacdo acida. A fase movel contendo tampao fosfato de sédio e dcido oxélico (pH 7,0) e
acetonitrila foi selecionada devido a fornecer performance cromatografica melhor e caracteristicas
do pico aceitdveis, incluindo fator de cauda, nimero de pratos tedricos e fator de capacidade. O
comprimento de onda de detec¢do do método foi avaliado na faixa de 200 a 400 nm, obtendo-se
comprimento de onda de mdxima absor¢do da tigeciclina a 247 nm, porém nessa regidao do
espectro o acido oxdlico também apresenta boa absortividade. Assim, selecionou-se 280 nm, que
também € um dos maximos de absor¢do da tigeciclina, para obten¢do de uma melhor relacio

sinal/ruido para o método desenvolvido.

As condi¢gdes cromatograficas otimizadas para a determinacdo de tigeciclina em pé

liofilizado estdo apresentadas na Tabela 6.1.1.
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Tabela 6.1.1. Parametros otimizados para a determinacdo de tigeciclina em pé liofilizado pelo

método CLAE

Parametros Descricao

Fase movel Fosfato de s6dio monobasico 0,015 M + acido oxalico 0,015 M

(pH 7,0): acetonitrila (75:25 v/v)

Coluna Luna C 3 Phenomenex (250 x 4,6 mm) 5 um
Deteccao 280 nm

Vazao 1 mL/min

Volume de injecao 20 L

Temperatura 25+2°C

Tempo de retencao 8,6 minutos

6.1.7 Validacao do método analitico por CLAE

A validacdo do método foi conduzida de acordo com o procedimento preconizado pela
literatura (ICH, 2005; USP 33, 2010). Os parametros avaliados foram: especificidade, linearidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermedidria), exatiddo, limite de deteccdo, limite de

quantificacdo e robustez.

6.1.7.1 Especificidade

A especificidade € a habilidade de um método analitico medir a resposta do analito na
presenca de suas potenciais impurezas (ICH, 2005). A capacidade indicadora de estabilidade do
método foi determinada submetendo a solucdo amostra de tigeciclina (150 pg/mL) a degradacao
acelerada por condicdes dcida, bdsica, neutra, oxidativa e fotolitica (luz UVC- 254 nm) para
avaliar a interferéncia na quantificacdo de tigeciclina. Depois dos procedimentos de degradacdo as
amostras foram diluidas em tampao da fase mdvel para concentracdo final de 70 pg/mL. A solucao
da amostra foi preparada em HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M na hidrélise 4acida e bdsica,
respectivamente. Ambas as solugdes foram aquecidas a 70 °C, resfriadas e neutralizadas. Para
estudo da condi¢do neutra, a amostra dissolvida em dgua foi aquecida a 70 °C. A degradacdo

oxidativa foi induzida dissolvendo a amostra em solu¢do de peréxido de hidrogénio 3%, mantendo
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por 15 minutos a temperatura ambiente. A fotodegradacdo foi induzida expondo as amostras a luz
ultravioleta (200 W h m'z) por 48 horas. As hidrélises neutra, dcida e bdsica também foram
avaliadas a temperatura ambiente. Além disso, uma solu¢do do adjuvante da formulacao
farmacéutica foi analisada pelo método.

Adicionalmente, a solucdo de tigeciclina SQR e as solu¢des de amostra degradadas foram

analisadas por LC-MS.

6.1.7.2 Linearidade

Para a curva analitica foi preparado uma solugdo de tigeciclina SQR na concentragdo de
200 pg/mL (solucdo-mae). A partir da solucdao-mae, transferiram-se aliquotas de 5,0; 4,5; 4,0; 3,5;
3,0; 2,5 e 2,0 mL para baldes volumétricos de 10 mL, obtendo-se concentracdes de 100, 90, 80,
70, 60, 50 e 40 pg/mL. Todas as solucdes foram preparadas no tampdo da fase movel. As curvas
foram preparadas e analisadas durante trés dias. A equacdo da reta foi determinada através do
estudo de regressao linear, pelo método dos minimos quadrados, e calculada a anélise de variancia

(ANOVA), avaliando-se a validade dos parametros estatisticos.
6.1.7.3 Precisao

Avaliou-se a precisdo do método através do cdlculo do Desvio Padrao Relativo percentual
das amostras, submetidas a ensaios de repetibilidade e precisdo intermedidria. Paralelamente, foi
analisada a solucdo de tigeciclina SQR na concentracdo de 70 pg/mL. O valor de Desvio Padrao

Relativo percentual adotado como aceitdvel foi < 2,0 %.
6.1.7.3.1 Repetibilidade
Prepararam-se amostras para obten¢do de solucdes com concentracdes de 70 pug/mL e

realizaram-se seis determinagdes sucessivas no mesmo dia. Deste modo, os resultados foram

obtidos utilizando as mesmas condi¢des experimentais, método, equipamento e analista.
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6.1.7.3.2 Precisao intermediaria
Avaliou-se a precisdo intermedidria através de andlises executadas por diferentes analistas e
em diferentes dias, usando os mesmos lotes de amostras e método, na concentra¢do de 70 pg/mL.
As andlises foram realizadas em triplicata.

6.1.7.3.2.1 Interdias

Prepararam-se, diariamente, duas amostras, na concentragdo de 70 pg/mL, e analisaram-se

triplicata em trés dias consecutivos, sob as mesmas condi¢des experimentais.

6.1.7.3.2.2 Entre-analistas

Prepararam-se duas amostras, na concentracao de 70 pg/mL, as quais foram analisadas em

triplicata, por dois analistas, sob as mesmas condi¢des experimentais.

6.1.7.4 Calculos

A concentracao de tigeciclina nas amostras foi obtida através da equacdo 6.1.1:

Ca= (Aa.Csqr) / Asqr Equacio 6.1.1

Em que:

A= Area média absoluta das amostras
Asqr = Area média absoluta da SQR
Ca = Concentragao de tigeciclina na amostra

Csqr = Concentracdo da SQR
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O valor percentual de tigeciclina nas amostras foi calculado pela equagdo 6.1.2:

Ca%= (Cx.100)/Ct Equacio 6.1.2

Em que:

Ca% = Concentragdo percentual da amostra

Ca = Concentracao de tigeciclina encontrado na amostra

Cr = Concentragdo tedrica de tigeciclina na amostra
6.1.7.5 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, no qual quantidade
conhecida de padrao foi adicionada a amostra. As amostras foram preparadas segundo a Tabela

6.1.2, em triplicata.

Tabela 6.1.2. Preparo das solugdes para o teste de recuperacao do método cromatografico

Tigeciclina amostra Tigeciclina SQR Concentracao tedrica
(100 pg/mL) (100 pg/mL) final (ug/mL)*
(mL) (mL)

Amostra 4,0 - 40
R1 4,0 1,6 56
R2 4,0 3,0 70
R3 4,0 4.4 84
Padrao - 4,0 40

*Baldo volumétrico de 10 mL
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A percentagem de tigeciclina recuperada foi calculada pela equagdo 6.1.3:

%R = [(Cr-Ca)/Cp] x 100

Equaciao 6.1.3

em que:

Cr = concentracdo encontrada da solu¢do amostra adicionada de SQR (pg/mL)
Ca = concentracdo encontrada da amostra (pg/mL)

Cp = concentragdo tedrica adicionada da solu¢do da SQR (pg/mL)

6.1.7.6 Limite de deteccao (LD)

O limite de detec¢do foi calculado a partir da férmula descrita na literatura (ICH, 2005),
fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva analitica. Com base no teor
calculado, preparou-se experimentalmente a solug@o e analisou-se em triplicata. A formula usada

para o cdlculo estd representada na Equagao 6.1.4.

LD= 336 Equacio 6.1.4
IC

Em que:
¢ = desvio padrao do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica
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6.1.7.7 Limite de quantificacao (LQ)

O limite de quantificacdo foi calculado a partir da férmula descrita na literatura (ICH,
2005), fundamentada no desvio padriao do intercepto e na inclinagdo da curva analitica. Com base
no teor calculado, preparou-se experimentalmente a solu¢@o e analisou-se em triplicata. O célculo

foi realizado segundo a Equagao 6.1.5.

_10oc
LQ= IC Equacio 6.1.5

Em que:
¢ = desvio padrio do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica

6.1.7.8 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada através de modificacdes nas condig¢des
cromatograficas estabelecidas, tais como: fabricante da coluna: Phenomenex e Waters; pH do
tampao da fase moével: 6,5, 7,0 e 7,5; vazdo da fase médvel: 0,8, 1,0 e 1,2 mL; concentracdo de
acetonitrila na fase mével: 22, 25 e 28%; comprimento de onda de detecgdo: 275, 280 e 285 nm;
fabricante do solvente organico: J. T. Baker e Tedia e concentragao do tampao da fase moével:
0,012, 0,015 e 0,018 M. Realizou-se a andlise do teor de tigeciclina nas diferentes condigdes,
avaliando as alteracdes de modo isolado e simultaneo, aplicando o Teste de Youden. O teste de
Youden constitui um método confidvel para avaliagdao de robustez de métodos analiticos, por meio
de delineamento que envolve seis pardmetros analiticos combinados em oito experimentos
(CESAR e PIANETTI, 2009). Foram realizados dois testes independentes, utilizando variagdes
dos parametros analiticos para valores maiores e menores, respectivamente. Na Tabela 6.1.3 ¢
apresentada a combinacdo fatorial utilizada no teste, em que letras maiudsculas referem-se as

condicdes normais do método analitico e letras mintsculas as alteracdes dos parametros analiticos.
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Tabela 6.1.3. Combinacao fatorial de parametros analiticos para avaliacdo da robustez pelo Teste

de Youden

Parametro Analitico Combinacao Fatorial

1 2 3 4 5 6 7 8
Fabricante da Coluna A A A A a a a A
pH do tampao B B b B B B b B
Vaziao C C C C C c C C
Concentra¢do de acetonitrila na fase mével D D d D d d D D
Comprimento de onda E E E E e E e E
Fabricante da acetonitrila F F f F F f f F
Concentra¢do do tampao G G g G g G G G
Resultado s t u 14 w x y V4

As condic¢des dos testes de Youden 1 e 2, com variacdes dos parametros analiticos para

valores maiores € menores, sdo apresentadas nas tabelas 6.1.4 e 6.1.5, respectivamente.

Tabela 6.1.4. Parametros analiticos e variagdes efetuadas no teste de Youden 1

Parametro Condicao normal Variacao

Ala Marca da coluna Phenomenex® - A Waters” -
B/b pH do tampao 7,0 - B 7,5 - b
Clc Vazio 1 mL/min - C 12mL/min - ¢
D/d Acetonitrila 25% - D 28% - d
E/e Comprimento de onda 280 nm - E 285 nm - e
F/f Marca da acetonitrila J.T. Baker - F Tedia - f
Gl/g Concentragdo tampao 0,015 M - G 0,018 M - g
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Tabela 6.1.5. Parametros analiticos e variagdes efetuadas no teste de Youden 2

Parametro Condicao normal Variacao

Ala Marca da coluna Phenomenex® - A Waters® - a
B/b pH do tampao 7,0 - B 6,5 - b
Clc Vazio 1 mL/min - C 08mL/min - ¢
D/d Acetonitrila 25% - D 22% - d
E/e Comprimento de onda 280 nm - E 275 nm -

F/f Marca da acetonitrila J.T. Baker - F Tedia - f
Gl/g Concentragdo tampao 0,015 M - G 0,012 M - g

Para determinar a influéncia das variages de cada parametro no resultado final, a média de
quatro doseamentos correspondentes a letras maidsculas (condi¢des normais) foi comparada a
média de quatro outros doseamentos correspondentes a letras mintsculas (condi¢des alteradas). A
Equagdo 6.1.6 exemplifica a avaliagdo do efeito da mudanca do fabricante da coluna

cromatografica.

Efeito Ala= s+t+u+v - w+x+y+z
4 4

Equaciao 6.1.6

em que:

s, t, u e v =teores das amostras determinados com a coluna utilizada no método

w, X, y e z = teores das amostras determinados com a coluna de fabricante diferente
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A interpretagdo do teste foi realizada através da comparagdo do valor obtido na equacio

6.1.6 com o valor resultante da Equacdo 6.1.7 (BEDREGAL et al., 2008):

Valor de referéncia: S \2

em que:

Equacao 6.1.7

S = desvio padrao dos oito teores (s, ¢, u, v, w, X, y, z) da amostra analisada no teste

O valor encontrado na Equacdo 6.1.6 deve ser menor que o valor determinado na equagao

6.1.7 para que o efeito seja interpretado como nao significante.

6.1.7.9 Teste de performance do sistema cromatografico

Para assegurar o desempenho do cromatégrafo a liquido antes e durante a realizacdo das

andlises, efetuaram-se seis injecdes de tigeciclina SQR na concentra¢do de 70 pg/mL, avaliando o

Desvio Padrdo Relativo percentual dos parametros de fator de capacidade (Equacdo 6.1.8),

simetria do pico (Equacgdo 6.1.9), numero de pratos tedricos (Equacao 6.1.10), tempo de retencdo e

area do pico do padrio.

6.1.7.9.1 Fator de Capacidade

K= _Tr -1,0
Vo
em que :

K = Fator de capacidade

Tr = Tempo de retengao

Equaciao 6.1.8
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Vo = Tempo do volume de retardamento

6.1.7.9.2 Fator de Assimetria

Tempo de - T=_W Equacao 6.1.9
retencio - —

2xF

em que :

T = Fator de simetria
W = Largura do pico a 5% da altura

F = Tempo do inicio da largura do pico a 5% de altura até o tempo de retencao (Tr)

6.1.7.9.3 Nuamero de Pratos Teoricos

Tr)
N=16 (Wj Equacio 6.1.10

em que :

N = ntimero de pratos tedricos
Tr = Tempo de retengdo

W = Largura do pico na linha de base, determinada pela tangente do pico
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6.1.8 Resultados

O cromatograma tipico obtido pelo método proposto, demonstrando a resolugcdo e a
simetria do pico correspondente a tigeciclina é mostrado na Figura 6.1.3. O tempo de retengdo
observado (8,6 minutos) permitiu rdpida determinacdo do fairmaco, permitindo a sua aplicacdo em

controle de qualidade.

Figura 6.1.3. Cromatograma tipico de tigeciclina SQR (70 ug/mL) obtido pelo método
cromatografico proposto. Fase movel: fosfato de sddio monobasico 0,015 M + acido oxélico 0,015
M (pH 7,0): acetonitrila (75:25 v/v). Fase estaciondria: Luna C;3 Phenomenex (250 x 4,6 mm) 5

pm. Vazdo 1 mL/min. Comprimento de onda de deteccdo: 280 nm
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6.1.8.1 Especificidade e estudos de degradacao forcada

A degradacdo forcada foi realizada para estudo das propriedades indicadoras de
estabilidade do método analitico, particularmente quando nio hd informac¢do disponivel sobre os
produtos de degradagdo potenciais. As Figuras 6.1.4, 6.1.5, 6.1.6, 6.1.7 e 6.1.8 mostram os
cromatogramas obtidos apds as degradacOes bdsica, 4cida, neutra, oxidativa e fotolitica,
respectivamente, com picos correspondentes aos produtos de degradacdes bem resolvidos do pico
principal da tigeciclina (tempo de retencdo: 8,6 minutos). Assim, demonstrou-se a especificidade

do método proposto para a andlise de produto farmacéutico de tigeciclina.

Figura 6.1.4. Cromatograma da degradacdo de tigeciclina (70 pg/mL) em meio béasico (NaOH 0,1
M) ap6s 5 horas a 70 °C. Fase movel: fosfato de sédio monobasico 0,015 M + acido oxalico 0,015
M (pH 7,0): acetonitrila (75:25 v/v). Fase estaciondria: Luna C18 Phenomenex (250 x 4,6 mm) 5

pm. Vazdo 1 mL/min. Comprimento de onda de deteccdo: 280 nm

Tigeciclina
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000 1.00 2.00 3.00 400 500 6.00 7.00 8.00 900 10.00 11.0012.00 13.00 14.00 15.00
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Figura 6.1.5. Cromatograma da degradacgao de tigeciclina (70 pg/mL) em meio dcido (HCI 0,1 M)
apos S horas a 70 °C. Fase movel: fosfato de sédio monobdsico 0,015 M + 4cido oxélico 0,015 M
(pH 7,0): acetonitrila (75:25 v/v). Fase estaciondria: Luna C18 Phenomenex (250 x 4,6 mm) 5 um.

Vazao 1 mL/min. Comprimento de onda de deteccdo: 280 nm

0.150 -
a.140
0.130 4
U.120 4
0.110 -
0.100
0.090
0.080
0.070 4
0.060
Q.050 4
0.040 4
0.030 A
0.020
0.010

0.000 M~

Tigeciclina

Al

Figura 6.1.6. Cromatograma da degradacdo de tigeciclina (70 pg/mL) em meio neutro (dgua) apos
7 horas a 70 °C. Fase movel: fosfato de s6dio monobdsico 0,015 M + acido oxdlico 0,015 M (pH
7,0): acetonitrila (75:25 v/v). Fase estaciondria: Luna C18 Phenomenex (250 x 4,6 mm) 5 um.

Vazao 1 mL/min. Comprimento de onda de deteccao: 280 nm
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Figura 6.1.7. Cromatograma da degradacdo de tigeciclina (70 pug/mL) em meio oxidativo
(perdéxido de hidrogénio 3%) apds 15 minutos. Fase movel: fosfato de sédio monobdsico 0,015 M
+ 4cido oxdlico 0,015 M (pH 7,0): acetonitrila (75:25 v/v). Fase estaciondria: Luna CI18

Phenomenex (250 x 4,6 mm) 5 pm. Vazdo 1 mL/min. Comprimento de onda de detec¢do: 280 nm
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Figura 6.1.8. Cromatograma da degradacdo de tigeciclina (70 pg/mL) na luz UVC- 254 nm apds
24 horas. Fase moével: fosfato de s6dio monobdsico 0,015 M + &4cido oxdlico 0,015 M (pH 7,0):
acetonitrila (75:25 v/v). Fase estaciondria: Luna C18 Phenomenex (250 x 4,6 mm) 5 pm. Vazdo 1

mL/min. Comprimento de onda de detec¢do: 280 nm
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6.1.8.2 Linearidade

Na Tabela 6.1.6 sdo apresentados os valores das dreas obtidas pelas diferentes

concentracgdes de tigeciclina SQR.

Tabela 6.1.6. Valores das dreas referentes ao pico de tigeciclina SQR para construcdo da curva

analitica do método cromatografico

Concentracao (ug/mL) Areas” (AU) Area média + DP” DPR‘ (%)

1298639
40 1299518 1296029 + 5300,334 0,41
1289929

1608809
50 1603358 1598111 + 14075,24 0,88
1582166

1890878
60 1914527 189596 + 16613,08 0,88
1882490

2233663
70 2243632 2226975 +20822,62 0,93
2203630

2532082
80 2526278 2525572 + 6889,5 0,27
2518357

2849489
90 2858286 2846011 + 14333,81 0,50
2830258

3166189
100 3132311 3126445 + 42978,45 1,37
3080835

“Valor médio de trés determinacdes/ "DP = Desvio padrdo/ ‘DPR (%)= Desvio Padrdo Relativo
percentual
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Cada valor médio das areas absolutas obtidas na determinacdo da curva analitica foram
plotados em relacdo a respectiva concentragdo, observando-se linearidade adequada na faixa de

40-100 pg/mL, conforme ilustrado na Figura 6.1.9.

Figura 6.1.9. Curva analitica de tigeciclina SQR obtida pelo método cromatografico

35(KKKN} y=30.773,7694x+ 62 280,1548
R?=0,9997
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w 2000000 -
©
o

m“‘m
i

Para andlise de regressdo e desvio de linearidade das curvas analiticas de tigeciclina SQR,

aplicou-se o teste ANOVA. Os resultados calculados estdo descritos na Tabela 6.1.7.
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Tabela 6.1.7. Andlise de varidncia dos valores de drea determinados na obtenc¢do da curva

analitica de tigeciclina SQR, utilizando o método por CLAE

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F calculado F
variacao liberdade quadrados médio tabelado
Entre 6 7957001958961 1326166993160  3057,85* 2,85
concentragdes
Regressao 1 7955009035075 7955009035075  18342,48* 4,6
linear
Desvio da 5 1992923887 398584777 0,92 2,96
linearidade
Residuo 14 6071704208 433693158
Total 20 7963073663169

*Significativo para p<0,05%

6.1.8.3 Precisao

A precis@ao do método foi determinada pela repetibilidade (intradia), expressando-se os
resultados com base no Desvio Padrao Relativo. Seis solugdes de tigeciclina SQR preparadas na
concentracdo de 70 pg/mL foram submetidas a andlises sucessivas, € os dados obtidos no mesmo
dia, sob as mesmas condicdes experimentais, laboratdrio e analista, forneceram DPR de 1,12%.

Para a determinacgdo da precisdo interdias realizaram-se andlises de duas amostras, em trés
dias consecutivos, obtendo-se valores experimentais de teores médios de 110,72 e 123,24%, com
DPR de 0,62 e 1,26%, respectivamente. Na precisdo entre-analistas, duas amostras foram
avaliadas por dois analistas, obtendo-se valores experimentais médios de 110,91 e 122,98%, com

DPR de 1,11 e 1,84%, respectivamente, conforme demonstrado na Tabela 6.1.8.
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Tabela 6.1.8. Determinacdo da precis@o interdias e entre-analistas do método analitico para

andlise de tigeciclina por CLAE

Interdias Entre-analistas
Teor” Teor" DPR’ Teor” Teor” DPR’
Amostra Dia Analista
(mg/frasco) (%) (%) (mg/frasco) (%) (%)
1 58,32 110,04 A 58,32 110,04
1,11
1 2 55,68 110,71 0,62 B 59,24 111,78
3 59,05 111,41
1 65,51 123,61 A 66,03 124,58
1,84
2 2 66,03 124,58 1,26 B 64,33 121,37
3 64,42 121,54

* média de trés determinagdes

®DPR (%) = Desvio Padro Relativo percentual

6.1.8.4 Exatidao

Determinou-se também, a exatiddo do método, através da andlise de trés concentragdes na

faixa pré-estabelecida e os resultados experimentais, que correspondem a porcentagem média de

99,01%, encontram-se na Tabela 6.1.9.
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Tabela 6.1.9. Determinagdo da exatiddo do método analitico para andlise tigeciclina por CLAE

Tigeciclina SQR Tigeciclina SQR Recuperacao b
Recuperacao DPR
adicionado encontrado’ média
(%) (%)
(ug/mL) (ug/mL) (%)
R1 16 15,71 98,21
R2 30 30,09 100,31 99,01 1,14
R3 44 43,35 98,52

* média de trés determinagdes
’DPR (%) = Desvio Padrdo Relativo percentual

6.1.8.5 Limites de deteccao e de quantificacao

A sensibilidade do método cromatografico foi determinada através dos limites de deteccao
(LD) e de quantificacdo (LQ). O valor calculado para a menor concentracido detectada pelo
processo analitico foi 1,67 pg/mL. Por sua vez, o LQ calculado foi 5,05 pg/mL e o encontrado

experimentalmente, com DPR menor que 5%, foi de 2,5 pg/mL.

6.1.8.6 Robustez

Na avaliacdo da robustez pelo teste de Youden, realizaram-se dois testes independentes e
aplicaram-se as equacdes 6.1.6 e 6.1.7 para avaliagdo da significancia dos efeitos. Os resultados
obtidos nos testes de Youden 1 e 2 sdo apresentados na Tabela 6.1.10. Os valores de referéncia
obtidos na equagdo 6.1.7 foram 2,23 e 1,75 para os Testes 1 e 2, respectivamente, de modo que

qualquer valor acima destes, foi considerado significativo.
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Teste de Youden 1

Efeito

Teor (%)™"

Teste de Youden 2

Marca da coluna

(A= Phenomenex®; a= Waters®)

pH do tampao
B=7,0;,b=17,5)
Vazao (mL/min)
(C=1;c=1,2)
Acetonitrila (%)
(D=25;d=28)

Comprimento de onda (nm)

(E =280, e =285)

Marca da acetonitrila

(F=1J.T. Baker; f = Tedia)

Concentrag¢do do tampao (M)

(G=0,015; g=0,018)

109,35 - 108,38 = 0,98

108,67 — 109,06 = -0,39

108,86 — 108,87 =-0,01

109,86 — 107,87 =1,99

108,35 - 109,38 = -1,03

108,32 - 109,41 =-1,10

109,46 — 108,27 =1,19

Efeito

Teor (%)*"

Marca da coluna

(A= Phenomenex®; a= Waters®)

pH do tampio
B=7,0,b=6,5)
Vazao (mL/min)
(C=1;¢=0,8)
Acetonitrila (%)
(D =25;d=22)

Comprimento de onda (nm)

(E =280, e =275)

Marca da acetonitrila

(F = ].T. Baker; f = Tedia)

Concentragdo do tampdo (M)

(G =0,015; g=0,012)

110,74 - 111,77 = -1,03

111,23 -111,28 =-0,05

110,97 - 111,53 =-0,56

110,70 -111,81 =-1,11

111,32-111,19=0,13

111,73 - 110,77 = 0,96

110,58 - 111,93 =-1,35

* Média de teores obtidos nas condi¢des normais - Média de teores obtidos nas condigdes alteradas
® Critérios de referéncia calculados: 2,23 (Teste 1) e 1,75 (Teste 2)

Avaliou-se também a robustez através de pequenas modificacdes nos parametros do

método, tais como: marca da coluna, pH, vazdo, composi¢ao e concentragdo do tampao da fase

moével, comprimento de onda e marca do solvente. Na execucdo de andlises de produtos

farmacéuticos sob parametros alterados de modo isolado, os teores obtidos ndo apresentaram

diferenca significativa e os coeficientes de variacdo foram inferiores a 0,83%, comprovando a

robustez do método proposto, frente aos parametros avaliados, conforme mostra a Tabela 6.1.11.
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Tabela 6.1.11. Parametros da avaliagdo da robustez do método analitico para andlise de tigeciclina

por CLAE

Tigeciclina® DPR’
Variavel Faixa Investigada igeciclina Tigeciclina” (%)
(mg /frasco) (%)
Luna C,3 Phenomenex®

(250 x 4,6 mm) 5 um 58,14 109,69

Marca da coluna 0,75
Symmetry Waters®
58,76 110,86
(250 x 4,6 mm) 5 pm

6,5 58,55 110,47
pH do tampao 7,0 58,33 110,06 0.55

7,5 58,96 111,25

0,8 57,96 109,36
Vazdo (mL/min) 1,0 57,70 108,86 0,26

1,2 57,94 109,32

22 58,91 111,15
Acetonitrila (%) 25 58,33 110,06 0,61

28 58,99 111,30

0,012 58,41 110,20

Concentragdo do
o 0,015 58,33 110,06 0,42
tampao
P 0,018 58,79 110,93
] 275 58,89 111,12
Comprimento de
280 58,33 110,06 0,83
onda (nm)

285 59,31 111,91

J. T. Baker 58,33 110,06
Marca do solvente 0,53

Tedia 57,90 109,25

* média de trés determinagdes
°DPR (%) = Desvio Padrao Relativo percentual
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6.1.8.7 Adequabilidade do sistema cromatografico

Verificou-se a adequabilidade do sistema cromatografico pela andlise quantitativa, através
do célculo dos coeficientes de variacdo da assimetria do pico, fator de capacidade, nimero de
pratos tedricos da coluna, tempo de reten¢do e drea do pico principal de seis replicatas de

tigeciclina SQR. Os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 6.1.12.

Tabela 6.1.12. Pardmetros avaliados na andlise de adequabilidade do sistema cromatografico

desenvolvido para andlise de tigeciclina

Parametros avaliados

Assimetria Fator de Pratos tedricos Tempo de Area
Capacidade retencio (min)
1,16 2,74 7558,13 8,65 2184285
1,16 2,86 7478,60 8,67 2165824
1,12 2,84 7566,77 8,71 2141933
1,16 2,83 7540,88 8,70 2114839
1,16 2,75 7530,37 8,72 2142539
1,15 2,84 7456,16 8,71 2162706
Média 1,15 2,81 7521,82 8,69 2152021
DPR* (%) 1,39 1,83 0,59 0,31 1,12

*DPR (%) = Desvio Padrao Relativo percentual.

6.1.9 Analise por cromatografia liquida acoplada a espectroscopia de massas (LC-MS)

As solucdes de tigeciclina degradadas para o estudo de especificidade do método por
cromatografia em fase reversa foram também analisadas por espectroscopia de massas. A andlise foi
realizada para determinacdo das massas dos compostos formados a partir das degradacdes,
contribuindo para uma posterior identificacdo destes produtos, os quais até o momento nao siao

relatados na literatura cientifica.
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6.1.9.1 Material

As andlises por LC-MS foram realizadas no Departamento de Quimica Organica do
Instituto de Quimica da UNESP- Araraquara, utilizando o equipamento espectrdmetro de massas
Ion trap (Thermo Scientific, Florida, USA), model LCQ Fleet, equipado com fonte de ionizacio
eletrospray, operando em modo positivo e configurado para modo scan. As massas das bandas

foram determinadas automaticamente usando o programa de sofware Xcalibur V.

6.1.9.2 Método

As condi¢des do sistema LC-MS foram otimizadas com volume de inje¢ao de 20 pL da
solucdo amostra de tigeciclina (70 pg/mL), usando coluna cromatografica Luna C;3 Phenomenex
(250 x 4,6 mm) 5 um. O sistema foi operado isocraticamente a temperatura ambiente, usando fase
moével composta por acetonitrila:metanol:dgua:acido férmico (12:8:80:0,05) v/v/v/v com adigdo de
acetato de amonio (4 mM ) e vazao de 0,5 mL/min. Os melhores resultados foram obtidos
utilizando voltagem do capilar de eletrospray de 2,0 V, temperatura do capilar de 275 °C, vazao
do gés auxiliar (N;) de 10 un e voltagem de spray de 5 kV. As leituras por espectrometria de

massas foram obtidas na faixa de relagdao m/z entre 100 e 750 amu.

6.1.9.3 Resultados

As Figuras 6.1.10 a 6.1.15 mostra o espectro de massas da solucdo de amostra de tigeciclina

intacta e apos degradagdes dcida, bésica, fotolitica, oxidativa e neutra.
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Figura 6.1.10 Espectro de massas da tigeciclina em pé liofilizado: (A) solugdo amostra de

tigeciclina intacta

LuceliaFCF_intacth_LCMSesiposisocS00uL_1304201101 #8-1609 RT:0.08-1852 AW 1602 NL:7.03E2

T:MMS + cESIFull ms [100.00-750.00]
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Figura 6.1.11 Espectro de massas da tigeciclina em p¢ liofilizado: (B) apds degradacio 4cida
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Figura 6.1.12 Espectro de massas da tigeciclina em p6 liofilizado: (C) apés degradagdo bésica
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Figura 6.1.13 Espectro de massas da tigeciclina em p¢ liofilizado: (D) apds degradagao fotolitica
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Figura 6.1.14 Espectro de massas da tigeciclina em p6 liofilizado: (E) apds oxidagao
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6.1.9 Discussao

A tigeciclina é um farmaco bastante sensivel a oxidacdo, sendo necessario o preparo de
solugdes de farmaco diariamente e aplicagio de nitrogénio, para expulsdo do oxigénio, nos frascos
contendo o fairmaco em pé. Além disso, o valor elevado de aquisicdo do produto farmacéutico e a
indisponibilidade de padrio de referéncia no Brasil, na época da realizacio do trabalho,
determinaram a utilizacdo de quantidades pequenas de padrio e amostras, o que pode ter
contribuido para variabilidade nos ensaios.

Contornando as peculiaridades apresentadas pela tigeciclina, o método cromatogréfico por
fase reversa foi validado de acordo com parametros de validagdo preconizados em guias
internacionais (ICH, 2005). A separacdo foi alcangada com tempo de corrida de 8,69 minutos
(Figura 6.1.3).

As propriedades indicadoras de estabilidade do método sdo avaliadas por estudos de
degradacdo forcada, particularmente quando nao héd informagdes disponiveis sobre potenciais
produtos de degradacdo. Todas as condi¢cdes avaliadas nos estudos de degradacdo forcada
resultaram na formagao de produtos de degradacdo. A condicdo oxidativa provocou decréscimo
significante e rapido da drea do pico da tigeciclina, com seis picos adicionais bem visiveis e alguns
outros pequenos detectados, confirmando a alta reatividade da tigeciclina com oxigénio,
responsdvel pela baixa estabilidade deste fiarmaco. As condi¢cdes neutra e bdsica provocaram
decréscimo significante da drea do pico principal, com quatro e cinco picos adicionais detectados,
respectivamente. A degradacdo em meio dcido foi mais lenta que nas condi¢des neutra e bdsica
com dois picos adicionais formados. Sobre condicdo fotolitica um decréscimo significante da area
foi observado com sete picos adicionais detectados. A geracdo de picos adicionais, relativos aos
produtos de degradacio, sob condi¢des de hidrélises dcida, basica e neutra, fotoliticas e oxidativas
e a andlise de amostra preparada com excipiente, confirmaram a especificidade do método, uma
vez que os picos da tigeciclina e dos produtos de degradacdo apresentaram-se bem resolvidos.
Assim, a capacidade indicadora de estabilidade do método foi estabelecida através da resolucdo
obtida entre o pico principal da tigeciclina e seus produtos de degradacdo.As solu¢des amostra de
tigeciclina intacta e degradadas foram também analisadas por LC-MS. A tigeciclina sofreu
ionizagdo por eletrospray no modo positivo, entretanto alguns produtos de degradacido ndo foram
detectados, talvez devido a ndo ionizag@o ou por possuirem massa inferior a faixa avaliada no

estudo. O espectro de massas identificou trés massas adicionais nas condi¢des bdsica, dcida, neutra
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e fotolitica, com valores de m/z 117,2; 453,3 e 475,4, respectivamente. Na condi¢do oxidativa,
quatro sinais adicionais foram observados, sendo dois diferentes dos sinais observados nas outras
condicdes (m/z 130,2; 162,3; 453,3 e 475,4).

A andlise por ANOVA dos dados utilizados na obtencdo da curva analitica apresentou
regressdo linear significativa (Fcalculado (18342,48) > F tabelado (4,6) e auséncia de desvio de
linearidade com F calculado (0,92) < F tabelado (2,96). Os dados obtidos para a repetibilidade e
precisdo intermedidria apresentaram DPR inferiores a 1,84%, o que mostra a precisdo do método
proposto, destacando-se que a literatura preconiza DPR menor ou igual a 2% (SHABIR, 2003).
Pode ser observado na Tabela 6.1.9, o valor médio experimental de 99,01%, confirmando exatiddao
significativa. Os valores calculados para o limite de detec¢do (LD) e para o limite de quantificagao
(LQ) de 1,67 e 5,05 pug/mL, respectivamente, indicam a capacidade do método para detectar e
quantificar com confiabilidade tigeciclina em produtos comerciais. O LQ encontrado
experimentalmente, com precisio (< 5%), foi de 2,5 pg/mL. A robustez foi avaliada pelo teste de
Youden no qual alteracdes dos parametros analiticos ocorrem simultaneamente (Tabela 6.1.3), ndo
havendo nenhum efeito considerado significativo em comparac¢ido com o valor calculado utilizando
a equacdo 6.1.7 (Tabela 6.1.10). Da mesma forma, os resultados da avaliacdo dos parametros de
modo isolado confirmaram a robustez do método (Tabela 6.1.11). Por sua vez, os dados obtidos na
verificagdo da adequabilidade do sistema cromatografico (Tabela 6.1.12) mostraram que o
equipamento e as condi¢des da metodologia sdo adequados para assegurar a confiabilidade dos
resultados, estando de acordo com a literatura, a qual sugere que a assimetria do pico deve ser < 2,
o fator de capacidade > 2 e niimero de pratos tedricos > 2000. Em geral também € adotado como
critério valor de DPR < 2% para todos os parametros testados (FDA, 1994; ICH, 2005; USP 33,
2010).

Demonstrou-se, portanto, que o método proposto cumpre os requisitos preconizados pela
literatura oficial, podendo ser empregados para andlise de tigeciclina em produtos farmacéuticos.

A tigeciclina ndo estd descrita na literatura oficial, ndo havendo limites preconizados para
seu teor em produtos farmacéuticos e padrdo de referéncia oficial disponivel. Assim, os altos
teores obtidos para as amostras de pd liofilizado na validagdo do método analitico ndo sdo
considerados irregulares, uma vez que os critérios de aceitacdo ainda serdo estabelecidos.
Entretanto, se adotarmos como base os limites preconizados para outras tetraciclinas, como
exemplo a minociclina comprimidos, a qual possui limites de teor especificados de 92,5 — 107,5%,

as amostras de tigeciclina p6 liofilizado, analisadas neste trabalho, estariam reprovadas.
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Conforme salientado, ndo ha métodos cromatograficos validados publicados para avaliacdo
de tigeciclina em po liofilizado, o que € altamente aplicdvel no contexto da produgdo de produtos
farmacéuticos. Sugere-se, portanto, que o método por CLAE, seja adotado unicamente ou em
combina¢do com o ensaio microbioldgico para a avaliacdo de poténcia e pureza de tigeciclina
durante as etapas do processo de produgao, controle da qualidade e avaliacdo da estabilidade do

produto farmacéutico acabado.
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6.2 ENSAIO MICROBIOLOGICO - METODO DE DIFUSAO EM AGAR
6.2.1 Consideracoes gerais

O ensaio microbiolégico de difusdo em 4dgar é um método fisico, no qual um micro-
organismo € usado como revelador. O método emprega meio de cultura sélido inoculado,
distribuido em placas, em sistema de bicamada, através do qual a substancia teste se difunde. E
essencial que se trabalhe com réplicas, de forma a compensar os desvios, inerentes ao ensaio ou
acidentais (PINTO et al., 2010).

Estudos realizados com tigeciclina t€ém demonstrado que a utilizacdo de meios de cultura
de diferentes fabricantes e, consequentemente, com diferentes concentragdes de manganés,
interferem to tamanho do halo de inibi¢cdo. Em meios onde a concentragdo de manganés é menor,
os halos observados foram maiores. O mecanismo pelo qual o manganés interfere na atividade in
vitro da tigeciclina € ainda desconhecido. Estudos complementares foram sugeridos para avaliar o
efeito de diferentes concentracdes de manganés e outros cdtions divalentes (Zn2+, Ca2+, Mg2+,
Co®*) na atividade in vitro da tigeciclina, de modo a contribuir para o estabelecimento de
condi¢des adequadas para testes contra isolados clinicos (FERNANDEZ-MAZARRASA et al.,
2009).

O objetivo deste estudo foi realizar o desenvolvimento e validacio de ensaio de
quantificacdo de tigeciclina pé liofilizado em relacdo a SQR, utilizando método microbioldgico de
difusdo em agar, que relaciona o tamanho da zona de inibigdo com a concentragcdo da substincia
aplicada. Baseando-se nos estudos acima citados, adicionou-se adequada concentracdo de EDTA,
conhecido pela sua propriedade quelante, a0 meio de cultura com objetivo de reduzir a interacao

entre possiveis cdtions presentes e tigeciclina.

6.2.2 Ensaios preliminares para estabelecimento dos parametros analiticos

Para quantificacdo de tigeciclina, foram realizados testes preliminares para padronizar as
condicdes a serem utilizadas, verificando parametros como micro-organismo, meio de cultura,
volume de meio de cultura nas camadas no interior da placa, concentracdes do inéculo, farmaco e

e EDTA no meio de cultura, temperatura de incubacdo e solugdo diluente (Tabela 6.2.1).
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Tabela 6.2.1. Parametros estudados para a avaliacdo de poténcia de tigeciclina em po6 liofilizado

pelo método de difusdo em dgar

Parametros

Descricao

Micro-organismo

Meios de cultura

Volume das camadas base/semeada
Concentragdo do inéculo
Temperatura de incubagdo

Concentra¢cdo de EDTA no meio
de cultura

Solugdo diluente

Concentragdes das solugdes de amostra

Staphylococcus aureus ATCC 25923 IAL 1606
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 1AL 2150
Escherichia coli ATCC 10536 1AL 2393
Enterococcus faecalis ATCC 7080

Bacillus subtilis ATCC 9372 IAL 1027

Camada base: Meio n° 1 de Grove Randall
Camada base: Meio n° 11 de Grove Randall
Camada semeada: Meio n°11 de Grove Randall
Camada semeada: Meio n° 1 de Grove Randall
Camada semeada: Meio n° 2 de Grove Randall
Camada semeada: Meio n° 3 de Grove Randall
Camada semeada: Meio dgar BHI

Camada semeada: Meio dgar Mueller Hinton

21e4 mL;20e 5 mL
0,5;1,0e2,0%
25e35°C

0,1; 0,05 e 0,008%

Agua purificada
Tampao fosfato pH 6,0
Tampao fosfato pH 8,0
Tampao fosfato pH 10,0

0,5;1;2;4;8; 16 e 64 pg/mL
3;6e 12 pg/mL

80; 160 e 320 pg/mL

160; 320 e 640 pg/mL

100; 250 e 625 pg/mL

60; 240 e 960 ng/mL

16; 80 e 400 pg/mL
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6.2.3 Execucao do ensaio

A partir dos resultados obtidos com os diferentes micro-organismos e meios de cultura,
estabeleceu-se os parametros para a realizacdo do doseamento microbiolégico (Tabela 6.2.2). A
padronizacdo do ensaio foi realizada utilizando-se técnica descrita para outros agentes

antimicrobianos (F. BRAS., 2010).

Tabela 6.2.2. Parametros padronizados para avaliacdo de tigeciclina em produtos farmacéuticos

por ensaio microbioldgico — método difusdao em agar

Parametros Descrigdo

Micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 9372 1AL 1027
Concentragdo do inéculo 1,0%

Meios de cultura Camada base: Meio n° 11 de Grove Randall

Camada semeada: Meio n°11 de Grove Randall

Solugdo diluente Tampao fosfato pH 8,0
Concentragao das solugdes de amostra 3;6e 12 pg/mL
Temperatura de incubagio 25+2,0°C

Tempo de incubagao 18 horas

6.2.4 Material

Para o doseamento microbioldgico, foi utilizado o meio de cultura dgar caseina-soja
(Acumedia Manufacturers) para manutencdo da cepa do micro-organismo, caldo caseina-soja
(Acumedia Manufacturers) para preparo e padroniza¢do do inéculo, meio de cultura n° 11 de
Grove Randall (BD- Becton, Dickinson and Company) nas camadas base e semeada. O meio de
cultura, tampao e ponteiras foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Foram empregadas placas de Petri com 20,0 mm de altura x 100,0 mm de didmetro, com
papel de filtro nas tampas, para impedir que goticulas de condensacdo invalidem ou dificultem a
leitura dos halos de inibicdo, e femplates de ago inoxiddvel. Estes materiais e vidraria ndo

volumétrica foram esterilizados em estufa a 180 °C por 1 hora. Utilizaram-se, na incubagao, estufa
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para cultura microbiolégica ECB 1.2 digital Odontobras (Ribeirdao Preto, Brasil) e, para as leituras,

paquimetro digital Starret (Itu, Brasil).

6.2.4.1 Preparo do meio de cultura

Os meios foram preparados conforme indicado pelos fabricantes em seus respectivos
rétulos, sendo dissolvidos em dgua sob aquecimento e esterilizados em autoclave (121 °C, 1 atm)
durante 15 minutos. Antes da autoclavacdo, adicionou-se aos meios de cultura, EDTA na

concentracdo de 0,008%.

6.2.4.2 Preparo do in6culo

O micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 9372 TAL 1027 foi repicado para caldo
caseina-soja e mantido por 24 horas, para seu crescimento, em estufa microbioldgica a temperatura
de 35,0 °C *= 2,0 °C. Padronizou-se o inoculo a 580 nm em fotocolorimetro, obtendo-se
transmitancia de 25,0 £ 2,0%, diluido com o mesmo caldo. Apds a padronizacdo, o inéculo foi
utilizado a 1,0% (v/v) em meio n°l1 de Grove-Randall. O meio de cultura padronizado foi

preparado e utilizado imediatamente (F. BRAS., 2010).

6.2.4.3 Preparo das solucoes de tigeciclina SQR

Foram transferidos 2,5 mg de tigeciclina SQR, exatamente pesados, para baldo volumétrico
de 50 mL, para obtencdo de solucao com 50 pg/mL. Desta solugdo, retiraram-se 10 mL, que foram
transferidos para baldao volumétrico de 25 mL, obtendo-se solucdo na concentracdo de 20 pg/mL.
Ap06s, tomaram-se aliquotas de 1,5; 3,0 e 6,0 mL e transferidas para baldes volumétricos de 10
mL, obtendo as concentragdes de 3; 6 e 12 ug/mL. Todas as solucdes foram preparadas em tampao

fosfato pH 8,0.

6.2.4.4 Preparo das solucgoes de tigeciclina na forma farmacéutica

O contetdo de trés frascos contendo 50 mg tigeciclina pé liofilizado foi adicionado a um

recipiente adequado; a partir deste pool de amostras, o equivalente a 2,5 mg foi transferido para
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baldo volumétrico de 50 mL, obtendo-se solucdo de 50 ug/mL. Desta solu¢do, 10 mL foram
transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, obtendo-se solucdo de 20 pg/mL. Aliquotas de 1,5;
3,0 e 6,0 mL da solucdo com concentracio de 20 pg/mL foram transferidas para baldes
volumétricos de 10 mL, para obtencdo de solugdes com concentracdes de 3; 6 e 12 pg/mL. Todas

as solucdes foram preparadas em tampao fosfato pH 8,0.

6.2.4.5 Preparo da solucao placebo

A solugdo placebo foi preparada a partir do tinico excipiente presente nas amostras de p6
liofilizado, lactose monoidratada. Foram transferidos 250 mg de lactose monoidratada para balao
volumétrico de 500 mL, completando-se o volume com dgua purificada para obten¢do de solugdo

com concentracao de 0,5 mg/mL.

6.2.5 Ensaio

Foram utilizadas 7 placas de Petri para doseamento de tigeciclina p6 liofilizado. Em capela
de fluxo laminar, foram transferidos com auxilio de pipetador automatico, 21,0 mL de meio n°11
de Grove-Randall para a camada base em cada placa. Ap6s a solidificacdo desta camada, foram
adicionados por meio de pipetador automadtico, 4,0 mL de meio n° 11 de Grove-Randall com
in6culo a 1,0% (v/v). Apés a solidificacdo da camada semeada, foi distribuido um template de ago
inoxidadvel para cada placa. Aplicou-se, com auxilio de pipetador automatico, 200,0 uL das
solugcdes descritas nos itens 6.2.4.3. e 6.2.4.4 em cada um dos compartimentos. As placas foram
incubadas a 25,0 + 2,0 °C e ap6s 18 horas, foram realizadas as medidas dos didmetros dos halos de

inibi¢do com auxilio de paquimetro digital.

6.2.6 Obtencio da curva analitica

Para a constru¢do da curva analitica foram utilizados trés pontos como preconizado pela

Farmacopeia Brasileira (2010) para delineamento 3 x 3 e a disposi¢do das solu¢des substancia de

referéncia (P) e amostra (A) na placa de Petri sio demonstradas pela Figura 6.2.1.
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Figura 6.2.1. Delineamento 3 x 3, demonstrando a disposicdo das solucdes substancia de
referéncia (P) e amostra (A) na placa de Petri, em que P1 (3 pg/mL); P2 (6 pg/mL); P3 (12 pg/mL)
e Al (3 ng/mL); A2 (6 pg/mL); A3 (12 pg/mL)

6.2.7 Calculo da poténcia de tigeciclina em pé liofilizado

A poténcia do medicamento foi calculada pela equacido de Hewitt (1977). A equagdo 6.2.1
utiliza as médias dos halos de inibi¢do obtidos com as trés doses de tigeciclina SQR e pé

liofilizado, nas seis placas analisadas em cada ensaio.

Poténcia (%) = Antilog M x 100 Equacdo 6.2.1

M=Fb b=E/l
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em que:

F=1/3[(Al+ A2+ A3) — (P1+ P2+ P3)]
I = logaritmo da razdo das doses

E =1/4 [(A3+ P3) — (Al+ P1)]

6.2.8 Validacao do método

6.2.8.1 Linearidade

A curva analitica final foi construida a partir da média de trés curvas analisadas em trés
dias diferentes, cada uma composta por seis placas, conforme descrito no item 6.2.6. Os dados
obtidos na constru¢do da curva analitica foram analisados para obtencdo da equacdo da reta pelo
método dos minimos quadrados e a verificagdo da linearidade e do paralelismo foi constatada

através da ANOVA.

6.2.8.2 Precisao

A precisdo foi avaliada pela realizacdo de ensaios de doseamento de tigeciclina pé
liofilizado, durante quatro dias seguidos (item 6.2.7). Os coeficientes de variacdo dos dados foram

calculados estatisticamente.

6.2.8.3 Exatidao

A exatidao do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo. O teste de recuperacao
foi realizado da mesma forma que para o doseamento das solu¢des do produto farmacéutico, com a
diferenca que neste caso a amostra analisada foi composta de placebo e quantidade conhecida de
padrdo adicionado, simulando a amostra de produto farmacéutico com poténcias de 80 (R1), 100
(R2) e 120 (R3)% em relacao a tigeciclina SQR. Desta forma, foi possivel avaliar a exatiddo do

método em determinar a poténcia de amostras com concentracdes pré-definidas.
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Neste ensaio, preparou-se uma solucdo de tigeciclina SQR, conforme item 6.2.4.3, com
concentracdo de 50 pg/mL. Desta solucdo, foi transferida uma aliquota de 10 mL para baldo
volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com solu¢cdo tampao pH 8,0 e obtendo-se
concentracdo final de 20 pug/mL. Aliquotas de 1,5; 3,0 e 6,0 mL foram retiradas e transferidas para
baldes volumétricos de 10 mL, obtendo-se as solucdes de 3, 6 e 12 pg/mL, correspondentes a P1,
P2 e P3, respectivamente. Para preparo das solu¢des do ensaio de recuperacdo, volumes de 8 (R1),
10 (R2) e 12 (R3) mL foram retirados da solu¢do SQR (50 pg/mL) e transferidos para baldes
volumétricos de 25 mL, completando-se os volumes com placebo (solugdo de lactose 0,5 mg/mL).
A partir destas solucdes as diluigdes seguintes ndo foram alteradas, retirando-se aliquotas de 1,5;
3,0 e 6,0 mL e tranferindo-se para baldes volumétricos de 10 mL, completando-se o volume com
tampdo fosfato pH 8,0. Cada uma das amostras simuladas (R1, R2 e R3) foi doseada em ensaios
independentes.

Desta forma, obteve-se as seguintes concentragdes pré-definidas:

Para o teste de recuperacdo 1: 2,4; 4,8 ¢ 9,6 pg/mL, representando amostra de 80% de poténcia.
Para o teste de recuperacdo 2: 3; 6 e 12 pg/mL, representando amostra de 100% de poténcia.

Para o teste de recuperacdo 3: 3,6; 7,2 e 14,4 ng/mL, representando amostra de 120% de poténcia.

6.2.8.3.1 Calculo do teste de recuperacao

A percentagem de recuperagao (R%) foi calculada pela equacio 6.2.2.

Recuperagio (%) = (PR/PT) . 100 Equacio 6.2.2

em que:

PR = poténcia encontrada nas amostras de recuperagcao

PT = Poténcia tedrica
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6.2.8.4 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada através de modificacdes nas condig¢des
estabelecidas, tais como: tempo de incubagdo (18 e 24 horas), temperatura de incubacdo (25 e
30 °C), concentragdo do inéculo (1,0 e 1,2%) e volume da camada semeada (4 e 5 mL). Realizou-
se a andlise de poténcia das amostras de tigeciclina em condi¢des normais e alteradas

paralelamente, avaliando-se a interferéncia das modifica¢des no resultado final.

6.2.9 Resultados

Os métodos oficiais descritos para tetraciclinas utilizam a turbidimetria devido a
dificuldade de difusibilidade apresentada por estes farmacos. A tigeciclina, assim como as
tetraciclinas, também apresenta esta dificuldade e isto pode ser atribuido a grande reatividade
destes compostos. Alguns constituintes dos meios de cultura, como metais, podem reagir e
interferir na difusdo da tigeciclina, dificultando a selecdo de doses que estejam em progressao
geométrica e que apresentem respostas lineares, simultaneamente (FERNANDEZ-MAZARRASA
et al., 2009). Apds vdrios testes, observou-se que concentracdes menores de tigeciclina
apresentaram melhor linearidade, porém os halos gerados foram muito pequenos. A alternativa
encontrada foi utilizar um agente quelante para reduzir a reatividade entre o meio de cultura e o
farmaco. O agente selecionado foi o dcido etilenodiaminotetraacético (EDTA), por possuir
conhecida atividade e ser bastante utilizado na drea farmacéutica. Além disso, reduziu-se a
temperatura de incubagdo das placas, aumentando assim o tamanho dos halos e possibilitando a
valida¢do do método.

A utilizacdo das cepas de S. epidermidis, E. coli e E. faecalis ndo apresentou condi¢des de
utilizacdo por apresentar crescimento menos intenso, halos mal delimitados e medidas irregulares
nas faixas de concentracdo e diluentes testados. A cepa de S. aureus apresentou crescimento
satisfatorio, porém os halos de inibi¢cdo foram muito pequenos. Assim, a cepa que ofereceu
melhores resultados foi a de Bacillus subtilis ATCC 9372 IAL 1027, fornecendo halos maiores e
regulares, bem delimitados e com boa repetitibilidade, justificando a sua escolha para o método.

O tamanho dos halos de inibi¢do nao foi afetado diretamente pela composi¢do do meio.
Foi selecionado o meio n° 11 de Grove-Randall para as camadas base e de superficie. A

concentracdo do indculo empregada deve ser suficiente para apresentar crescimento homogéneo
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do micro-organismo, propiciando um contraste com a zona de inibicio de crescimento, sem
apresentar colOnias isoladas. Os melhores resultados e o crescimento mais uniforme foram obtidos
com o in6culo com concentragdio de 1,0%, sendo a concentracdo de 0,5% insuficiente,
considerando que a temperatura de incubagdo foi 25 +2 °C. Em solucdes diluentes em diferentes
pH, observou-se que em pH 8,0 os halos de inibi¢cdo formados foram maiores e mais uniformes,
sendo este pH compativel com o crescimento bacteriano e com a atividade do farmaco. As
concentracdes do farmaco utilizadas na curva de dosagem devem estar em progressao geométrica,
havendo relacd@o linear entre o logaritmo da concentragdo e o didmetro dos halos de inibi¢ao de
crescimento. As concentragdes de 3, 6 e 12 ug/mL apresentaram excelentes resultados, avaliados
através de andlise estatistica. Em relac@o a incubagdo, deve haver uma combinacdo entre tempo e
temperatura para que o crescimento do micro-organismo seja uniforme e os halos formados de
tamanho adequado. Os melhores resultados foram obtidos com 18 horas de incubacdo com
temperatura de 25 £ 2 °C.

A Figura 6.2.2 mostra a fotografia da placa de Petri com os halos de inibi¢do obtidos com

as diferentes doses de tigeciclina SQR e po6 liofilizado.
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Figura 6.2.2. Placa de Petri com os halos de inibicdo de crescimento do micro-organismo B.
subtilis ATCC 9372 IAL 1027, obtidos com as doses 3,0; 6,0 e 12,0 ug/mL de tigeciclina SQR e

po liofilizado

6.2.9.1 Linearidade

Os valores dos diametros dos halos de inibi¢do do crescimento bacteriano, obtidos durante
avaliacdo da linearidade do método, para as solugdes em diferentes concentracdes de tigeciclina

SQR e po liofilizado encontram-se na Tabela 6.2.3.
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Tabela 6.2.3. Diametros dos halos de inibi¢dao obtidos no ensaio microbioldgico para avaliagcdo de

tigeciclina em produtos farmacéuticos— método difusdo em dgar

Diametro dos halos de inibi¢io (mm)“

P1 P2 P3 Al A2 A3
G ug/mL) (6 pg/mL) (2pg/mL) (Gpg/ml)  (6pug/ml) (12 pg/mL)
16,63 18,48 20,25 17,04 18,96 20,71
16,33 18,19 20,20 16,80 18,75 20,67
16,25 18,47 20,52 17,00 18,92 20,86
Diéimetro médio 16,39 18,38 20,32 16,95 18,87 20,74
DPR (%) 1,22 0,89 0,84 0,78 0,60 0,50

* média de seis determinagdes
®DPR (%) = Desvio Padrio Relativo percentual

As curvas analiticas de tigeciclina SQR e amostra (Figura 6.2.3) foram construidas com as
médias dos valores das absorvancias de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de
linearidade e paralelismo. As equagdes da reta, determinadas pelo método dos minimos quadrados,
sdo: y = 2,80604 Ln(x) + 13,35058, com coeficiente de determinagao (rz) igual a 1,00000, para a
tigeciclina SQR e y = 2,73912 Ln(x) + 13,94661, com  de 0,99993, para o farmaco em po

liofilizado.
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Figura 6.2.3. Curvas analiticas de solugdes de tigeciclina SQR e amostra, em concentracdes de

3,0; 6,0 e 12,0 pg/mL, obtidas pelo método microbioldgico de difusdo em dgar

22,00 -
v=2.80604In(x) + 13.35058
R*=1.00000
20,00
E
E
= 18,00 -
=
= v=2.73912In(x) + 13.94661
= R*=10.99993
] 16,00
_: P HA
i}
=}
= 14,00
=
= 12,00
10,00 . )
1 10 100

Log da Concentragio de Tigeciclina

z

A ANOVA calculada para os dados das curvas analiticas de tigeciclina é mostrada na

Tabela 6.2.4.
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Tabela 6.2.4. Andlise de variancia das medidas dos halos de inibi¢do determinados na obtencao

das curvas analiticas de tigeciclina, utilizando o método de difusido em 4gar.

Fontes de variacao Graus de Soma de Quadrado F calculado F tabelado
liberdade quadrados médio
Preparacao 1 1,02 1,02 67,20* 4,96
Regressao 1 44,32 44,32 2919,69* 4,96
Desvio de Paralelismo 1 0,01 0,01 0,43 4,96
Quadritico 1 0,00 0,00 0,06 4,96
Diferenca de Quadratico 1 0,00 0,00 0,04 4,96
Entre doses 5 45,35 9,07 597,48* 3,33
Entre placas 2 0,11 0,06 3,72 4,10
Dentro (erro) 10 0,15 0,02
Total 17 45,61

* Significativo para p < 0,05

6.2.9.2 Precisao

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade (intradia), expressando-se
os resultados com base nos coeficientes de variagdo para cada dose. Seis placas com trés doses de
tigeciclina SQR e amostra foram analisadas, e os dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas
condicdes experimentais, laboratorio e analista, forneceram coeficientes de variacdo inferiores a
1,40%. Para a determinagdo da precisdo interdias realizaram-se andlises de uma amostra, em
quatro dias consecutivos, obtendo-se valor experimental médio de poténcia de 118,95%, com DPR

de 0,37%. Os resultados obtidos na avaliacio da precisdo interdias sao mostrados na Tabela 6.2.5.
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Tabela 6.2.5. Valores determinados de poténcia de tigeciclina em pé liofilizado na avaliagdao da

precisdo do método de difusdo em agar

Tigeciclina em pé liofilizado” Poténcia média DPR’
Dia
mg/frasco % (%) (%)
1 62,93 118,73
2 63,29 119,42
118,95 0,37
3 63,18 119,20
4 62,78 118,45

* média de seis determinacdes
®DPR (%) = Desvio Padrao Relativo percentual

6.2.9.3 Exatidao
Determinou-se a exatiddo do método através do teste de recuperacdo. Utilizando a equacao
6.2.2, obteve-se valor médio de exatidao de 98,69%. Os resultados do teste de recuperagdo estao

representados na Tabela 6.2.6.

Tabela 6.2.6. Teste de recuperacao do método de difusdao em agar

Poténcia Poténcia
Recuperaciao Recuperacao 5
tedrica encontrada’ DPR’ (%)
(%) média (%)
(%) (%)

Recuperacao 1 80 77,67 97,09

Recuperacao 2 100 99,03 99,03 98,69 1,47

Recuperacao 3 120 119,93 99,94

* média de seis determinagdes.
"DPR (%) = Desvio Padrdo Relativo percentual.
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6.2.9.4 Robustez

A robustez foi avaliada através de alteragdes no tempo e temperatura de incubagdo, volume
da camada semeada e concentracdo de indculo. Na execucao de andlises do produto farmacéutico
sob parametros alterados, os teores obtidos ndo apresentaram diferenca significativa e os
coeficientes de variacdo foram inferiores a 1,88%, comprovando a robustez do método proposto,

frente aos parametros avaliados, conforme demonstra a Tabela 6.2.7.

Tabela 6.2.7. Parimetros determinados na avaliacdo da robustez do método microbiolégico para

andlise de tigeciclina por difusdo em agar

Tigeciclina® DPR’
Variavel Faixa investigada Tigeciclina” (%)

(mg /frasco) (%)

Tempo de incubagio 18 63,10 119,06 108
(horas) 24 62,15 117,26 ’

Temperatura de 25 62,31 117,56 0.19
incubagao (°C) 30 62,47 117,87 ’

Volume da camada 4 60,63 114,39 188
semeada (mL) 5 62,26 117,47 ’

Concentragao do 1,0 65,12 122,87 021
inéculo (%) 1,2 64,93 122,50 ’

* média de seis determinagdes
®DPR (%) = Desvio Padrio Relativo percentual

6.2.10 Discussao

O ensaio microbioldgico de antimicrobianos consiste na determinacdo da poténcia ou
atividade bioldgica destes agentes; a quantificacdo de antimicrobianos por métodos quimicos, tais

como cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria mostram-se precisos, porém
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nao fornecem verdadeira indicacdo sobre a atividade bioldgica (ADAMS et al., 1998; LOPES e
SALGADO, 2010).

Na validagdo do método microbiolégico de difusdo em d&4gar, a andlise estatistica
demonstrou que ndo existe desvio da linearidade nas curvas analiticas originadas da substancia
quimica de referéncia e amostra. Os coeficientes de determinacdo de 1,0 e 0,99993, para a
substancia quimica de referéncia e p6 liofilizado, respectivamente, foram satisfatérios para um
ensaio bioldgico que possui conhecida variabilidade inerente. A precisdo do método foi
determinada através da avaliagdo de poténcia de tigeciclina pé liofilizado, durante quatro dias
consecutivos. O Desvio Padrao Relativo entre os teores foi 0,37%, sendo o teor médio de
tigeciclina no po liofilizado, calculado através da equacdo de Hewitt (1977), de 118,95%. O teste
de recuperacgdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do método proposto. Desta
forma, quantidades conhecidas da substincia de referéncia foram adicionadas ao placebo para
quantificacdo da substancia. A recuperacdo média foi de 98,69%, comprovando a exatidao do
método proposto.

Os parametros estudados para a validagdo do método microbiolégico de difusdo em agar
atenderam os conceitos sobre validacdo, apresentados na Farmacopeia Brasileira (2010),
comprovando a aplicabilidade do método para quantificacdo de tigeciclina na forma farmacéutica

po liofilizado.
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6.3 ENSAIO MICROBIOLOGICO - METODO TURBIDIMETRICO

6.3.1 Consideracoes gerais

Ensaios por difusdo em dgar, embora adequados e muito utilizados, frequentemente nao
oferecem resultados rdpidos e exatos para grande nimero de amostras. A necessidade crescente de
desenvolvimento e controle de farmacos em diferentes matrizes faz com que o nimero dessas
amostras sejam cada vez maiores. Precisdo excelente pode ser alcancada com ensaio
microbiolégico turbidimétrico, o qual tem sido usado pra avaliacdo de poténcia de
antimicrobianos, resultando em aumento expressivo da velocidade de realizagdo do ensaio
(PITKIN et al., 1974).

O método turbidimétrico baseia-se na inibi¢do do crescimento microbiano medido através
da turbidez (absorvancia) da suspensdo de micro-organismos adequados/sensiveis ao agente
antimicrobiano, ambos contidos em meio de cultura liquido. A resposta do micro-organismo ¢é
funcdo direta da concentrac¢do da substancia ativa.

Estudos realizados com tigeciclina demonstraram que para ensaios microbiolégicos este
antimicrobiano deve ser incorporado no meio de cultura no dia do uso ou, quando realizado em
meio liquido, este deve ser recém preparado ou degaseificado a fim de reduzir a quantidade de
oxigénio no meio. Uma alternativa ao uso de meio recém preparado € adicao de enzima oxirase ao
meio de cultura, a qual também diminui a concentra¢do de oxigénio presente (HOPE et al., 2005).
Observou-se que a atividade de tigeciclina contra populagcdo diversa de bactérias foi maior em
meios frescos quando comparado meios de cultura com diferentes tempos de preparo (PETERSEN
e BRADFORD, 2005).

Neste contexto, foi desenvolvido e validado método microbiolégico turbidimétrico para
avaliacdo de poténcia de tigeciclina po6 liofilizado, utilizando método simples e rdpido, com meio

de cultura recém preparado.

6.3.2 Ensaios preliminares para estabelecimento dos parametros analiticos

Diversos testes preliminares foram realizados para padronizacdo das condicdes a serem

utilizadas no método, verificando parametros como micro-organismo, meio de cultura, tempo e
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temperatura de incubagio, tempo de preparo do meio de cultura, solucdo diluente, concentragdes

do indéculo e do farmaco (Tabela 6.3.1).

Tabela 6.3.1. Parametros estudados para a avaliacdo de poténcia de tigeciclina em po6 liofilizado

pelo método turbidimétrico

Parametros

Descricao

Micro-organismo

Meios de cultura

Tempo de incubagao

Temperatura de incubagdo

Concentragao do inoculo

Tempo apds preparo do meio de cultura

Solugdo diluente

Concentragdes das solugdes de amostra

Staphylococcus aureus ATCC 25923 IAL 1606
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 1AL 2150
Escherichia coli ATCC 10536 IAL 2393
Enterococcus faecalis ATCC 7080

Bacillus subtilis ATCC 9372 1AL 1027

Kocuria rhizophila ATCC 9341 e IAL 636

caldo BHI

caldo caseina-soja

3 e 4 horas

25e35°C

0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 3,05 5,0; 8,0; 10,0; 15,0 e 20,0%

1, 12 e 24 horas

Agua purificada

tampao fosfato pH 6,0

tampao fosfato pH 8,0

0,005; 0,01; 0,03; 0,06; 0,08; 0,25; 0,50; 0,75; 1,00;

1,50; 1,60; 2,00; 2,40; 2,50; 3,00; 3,60; 4,00; 4,32;
4,50; 6,00; 6,75; 8,00; 9,00; 12,00 e 16,00 pg/mL
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6.3.3 Execucao do ensaio

A partir dos resultados obtidos com as diferentes condi¢cdes do método, estabeleceram-se

os parametros para a realiza¢do do doseamento microbioldgico (Tabela 6.3.2).

Tabela 6.3.2. Parametros padronizados para avaliacdo de tigeciclina em pé liofilizado por ensaio

microbiolégico — método turbidimétrico

Parametros Descricao

Micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923 TAL 1606
Meio de cultura caldo caseina-soja

Tempo de incubagio 3 horas

Temperatura de incubagdo 35°C

Concentracao do inoculo 8,0%

Tempo apds preparo do meio de cultura 1 hora

Solugao diluente Agua purificada

Concentracdes das solu¢des de amostra 3,0; 3,6 € 4,32 ng/mL

6.3.4 Material

Para o doseamento microbiol6gico, foi utilizado o meio de cultura agar caseina-soja
(Acumedia Manufacturers) para manutencdo da cepa do micro-organismo, caldo caseina-soja
(Acumedia Manufacturers) para preparo e padronizacao do indculo e realizagao do ensaio. O meio
de cultura, diluente e ponteiras foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121 °C.

Foram empregados tubos de ensaio com 25,0 mm de didmetro x 150,0 mm de altura
devidamente tampados com algoddo. Para a incubagdo utilizaram-se incubador Shaker Marconi®
modelo MA420 e estufa para cultura bacteriolégica ECB 1.2 digital Odontobras (Ribeirdo Preto,

Brasil) e, para as leituras, utilizou-se fotocolorimetro Quimis, modelo Q-798DRM.
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6.3.4.1 Preparo do meio de cultura

O meio foi preparado conforme indicado em seu respectivo rétulo, sendo dissolvido em
dgua sob aquecimento, distribuidos nos tubos de ensaio (10 mL/tubo) e esterilizado em autoclave
(condigdes: 121 °C, 1 atm) durante 15 minutos. Apds autoclavacao, os tubos contendo caldo foram

resfriados e utilizados imediatemente.

6.3.4.2 Preparo do inéculo

O micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923 1AL 1606 foi repicado para caldo
caseina-soja e incubado, por 23 horas, em estufa microbioldgica a temperatura de 35,0 °C +
2,0 °C. O in6culo foi padronizado com transmitancia de 25,0 £ 2,0% em fotocolorimetro a 580

nm.

6.3.4.3 Preparo das solucoes de tigeciclina SQR

Foi transferido o equivalente a 3,125 mg de tigeciclina SQR, exatamente pesado, para
baldo volumétrico de 25 mL para obtencdo de solugdo com 125 pg/mL. Desta solu¢do, 5 mL
foram transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, obtendo-se solucdo na concentracdo de 25
pg/mL. Apds, aliquotas de 3,0; 3,6 e 4,32 mL foram transferidas para baldes volumétricos de 25
mL, obtendo as concentragdes de 3,0; 3,6 e 4,32 pg/mL. Todas as solu¢des foram preparadas em

dgua purificada.

6.3.4.4 Preparo das solucgoes de tigeciclina na forma farmacéutica

O contetdo de trés frascos contendo 50 mg tigeciclina pé liofilizado foi adicionado a um
recipiente adequado; a partir deste pool de amostras pesou-se o equivalente a 6,25 mg e transferiu-
se para balao volumétrico de 50 mL, obtendo-se solu¢do de 125 ug/mL. Desta solu¢do, 5 mL
foram transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, obtendo-se solucdo de 25 ug/mL. Aliquotas
de 3,0; 3,6 e 4,32 mL desta solu¢do foram transferidas para baldes volumétricos de 25 mL,
gerando solu¢des com concentragdes de 3,0; 3,6 e 4,32 pg/mL. Todas as solugdes foram

preparadas em dgua purificada.
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6.3.5 Ensaio

Iniciou-se o ensaio apds autoclavacio dos tubos contendo caldo caseina soja, padronizacao
do in6culo e preparo das solucdes com diferentes concentragcdes do padrdo e amostra.
Adicionaram-se em cada tubo 200 uL de solucdo de padrao ou amostra, apds, 800 uL do inéculo
padronizado. Foram utilizados 20 tubos para o ensaio por retas paralelas 3 x 3, sendo trés tubos
para cada concentracdo do padrdo e da amostra, um para controle positivo (contendo somente
caldo e o in6culo) e um para controle negativo (contendo somente o caldo). Incubou-se, em banho
de aquecimento com agitador orbital, a temperatura de 35,0 °C + 2,0 °C, por 3 horas. Apds o
periodo de incubacdo, interrompeu-se o crescimento microbiano com adi¢dao de 500 puL de solugdo
de formaldeido 12% em todos os tubos. Determinou-se a absorvincia para cada tubo em
fotocolorimetro a 530 nm. O aparelho foi zerado com o tubo contendo 10,0 mL de caldo e 500 uL

de formaldeido 12% (controle negativo).

6.3.6 Obtencio da curva analitica

A curva analitica foi obtida conforme descrito no item 6.3.5. Analisou-se uma curva em

cada dia, durante trés dias consecutivos. Cada ponto de cada curva foi preparado em triplicata.

6.3.7 Calculo da poténcia de tigeciclina em pé liofilizado

A poténcia do medicamento foi calculada pela equaciao de Hewitt (1977). A equacdo utiliza
as médias das leituras de absorvancia dos tubos obtidas com as trés doses de tigeciclina SQR e p6

liofilizado, nos 18 tubos analisados em cada ensaio. A equagdo foi descrita no item 6.2.7.

6.3.8 Validacio do método

6.3.8.1 Linearidade

A curva analitica final foi construida a partir da média de trés curvas analisadas em trés

dias diferentes, cada uma composta por 18 tubos, conforme descrito no item 6.3.6. Os dados

obtidos na constru¢@o da curva analitica foram analisados para obtencdo da equacdo da reta pelo
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método dos minimos quadrados e a verificacdo da linearidade e paralelismo foi constatada através

da ANOVA.

6.3.8.2 Precisao

A precisdo foi avaliada pela realizacdo de ensaios de doseamento de tigeciclina pé
liofilizado, durante trés dias seguidos (item 6.3.7). Os coeficientes de variacdo dos dados foram

calculados estatisticamente.

6.3.8.3 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo. As amostras foram
preparadas conforme item 6.2.8.3. Neste ensaio, preparou-se uma solucdo de tigeciclina SQR,
conforme item 6.3.4.3, com concentracdo de 125 pug/mL. Desta solugdo, foi transferida uma
aliquota de 5 mL para baldo volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com 4gua e
obtendo-se concentragcdo final de 25 ug/mL. Aliquotas de 3,0; 3,6 e 4,32 mL foram retiradas e
transferidas para baldes volumétricos de 25 mL, obtendo-se as solugdes de 3,0; 3,6 e 4,32 pg/mL,
correspondentes a P1, P2 e P3, respectivamente. Para preparo das solu¢des para avaliacdo das
recuperacdes, volumes de 4 mL (R1), 5 mL (R2) e 6mL (R3) da solucdo SQR (125 pg/mL) foram
transferidos para baldes volumétricos de 25 mL, completando-se os volumes com placebo (solucao
de lactose 0,5 mg/mL). A partir destas solucdes as diluigdes seguintes ndo foram alteradas,
retirando-se aliquotas de 3,0; 3,6 e 4,32 mL e tranferindo-se para baldes volumétricos de 25 mL,
completando-se o volume com 4gua purificada. Cada uma das amostras simuladas (R1, R2 e R3)
foram doseadas em ensaios independentes.

Desta forma, obtivemos as seguintes concentragcdes pré-definidas:

Para o teste de recuperacao 1: 2,4; 2,88 e 3,46 pg/mL, representando amostra de 80% de poténcia.
Para o teste de recuperacao 2: 3,0; 3,6 e 4,32 ug/mL, representando amostra de 100% de poténcia.
Para o teste de recuperacdo 3: 3,6; 4,32 e 5,18 pg/mL, representando amostra de 120% de

poténcia.
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6.3.8.3.1 Calculo do teste de recuperacao

A percentagem de recuperagdo (R%) foi calculada pela equagdo 6.2.2.

6.3.8.4 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada através de modificacdes nas condig¢des
estabelecidas, tais como: tempo de incuba¢do (2h45min; 3h; 3h15min), comprimento de onda de
leitura dos tubos (525, 530, 535 nm) e concentragdo do indculo (7,8; 8; 8,2%). Realizou-se a
andlise de poténcia das amostras de tigeciclina em condi¢des normais e alteradas paralelamente,

avaliando a interferéncia das modificacdes no resultado final.

6.3.9 Resultados

No desenvolvimento do método turbidimétrico para a determinagdo de tigeciclina em pé
liofilizado algumas dificuldades foram encontradas até o estabelecimento das condig¢des
apropriadas. Diferentes doses de tigeciclina foram testadas a fim de se encontrar a faixa linear do
método. Entretanto, observou-se que outros fatores como os tempos de preparo do meio de cultura,
de incubagdo do indculo antes da padronizagdo e de incubagdo dos tubos interferem na linearidade
e principalmente, precisdo do método. A cada fator limitante determinado, novos testes com novas
concentracdes de tigeciclina foram realizados. Conforme observado, a regido linear do método foi
estreita, necessitando a utilizac@o de razdo 1,2 entre as concentracdes utilizadas. Finalmente, foram
escolhidas as concentracdes 3,0; 3,6 e 4,32 pug/mL, as quais encontram-se dentro da faixa linear do
método, permitindo doseamento de amostras com teores maiores ¢ menores que 100% com
adequado paralelismo em relagdo a reta do padrao.

A utilizacdo do micro-organismo S. aureus baseia-se na sua sensibilidade frente a
tigeciclina e pela facilidade de crescimento, permitindo a realizacdo do ensaio com 3 horas de
incubacdo, tempo esse que estendeu a regido linear do método em relagdo ao tempo de 4 horas.

Observou-se também que, quando os tubos foram preparados e esterilizados no dia anterior
ao ensaio, os resultados apresentavam maior variagdo, impossibilitando a determinacdo das

condicdes do método. Além disso, o estdgio de crescimento do micro-organismo antes de sua
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padronizagdo, também se mostrou um fator limitante, devendo o tempo de incubacdo, antes do
ensaio, ser exatamente controlado.

6.3.9.1 Linearidade

Os valores das absorvancias dos tubos, obtidos durante avaliacao da linearidade do método,
para as solugdes em diferentes concentracdes de tigeciclina SQR e p6 liofilizado encontram-se na

Tabela 6.3.3.

Tabela 6.3.3. Leitura das absorvancias obtidas na avaliacdo de linearidade do ensaio

microbiolédgico para avaliacdo de tigeciclina em pd6 liofilizado— método turbidimétrico

Absorvancias®

P1 P2 P3 Al A2 A3
Gug/ml)  G,6ug/mL) (4,32pg/ml) Gpg/ml) 3,6 ug/mL) (4,32 pg/mL)

0,809 0,687 0,560 0,715 0,595 0,491
0,805 0,702 0,579 0,699 0,598 0,494
0,817 0,687 0,579 0,746 0,609 0,497
Absorvancia
0,810 0,692 0,573 0,720 0,600 0,494
média
DPR (%)” 0,78 1,25 1,90 3,35 1,22 0,64

* média de trés determinagdes
®DPR (%) = Desvio Padrao Relativo percentual

As curvas analiticas de tigeciclina SQR e amostra (Figura 6.3.1) foram construidas com as
médias dos valores das absorvancias de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de
linearidade e paralelismo. As equagdes da reta, determinadas pelo método dos minimos quadrados,
sdo: y = -0,65246 Ln(x) + 1,52743, com um coeficiente de determinacao (r2) igual a 0,9999, para a
tigeciclina SQR e y = -0,61936 Ln(x) + 1,39819, com > de 0,99886, para o farmaco em pod

liofilizado.
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Figura 6.3.1. Curvas analiticas de solucdes de tigeciclina SQR e p6 liofilizado, em concentragdes
de 3,0; 3,6 e 4,32 pg/mL, obtidas pelo método microbiolégico turbidimétrico
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A ANOVA calculada para os dados das curvas analiticas de tigeciclina é mostrada na

Tabela 6.3.4.
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Tabela 6.3.4. Andlise de varidncia das absorvancias determinadas na obteng¢do das curvas

analiticas de tigeciclina, utilizando o método turbidimétrico

Fontes de variacao Graus de Soma de Quadrado F calculado F tabelado
liberdade quadrados médio
Preparacio 1 0,03393 0,03393 281,379% 4,96
Regressao 1 0,16131 0,16131 1337, 52* 4,96
Desvio de Paralelismo 1 0,00011 0,00011 0,91 4,96
Quadratico 1 0,00004 0,00004 0,31 4,96
Diferenca de Quadratico 1 0,00005 0,00005 0,42 4,96
Entre doses 5 0,1954 0,0391 324,11* 3,33
Entre tubos 2 0,0005 0,0003 2,28 4,10
Dentro (erro) 10 0,0012 0,0001
Total 17 0,1972

* Significativo para p < 0,05

6.3.9.2 Precisao

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade (intradia), expressando-se

os resultados com base no Desvio Padrdo Relativo de seis tubos com a dose intermedidria de

tigeciclina SQR. Os dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condi¢cdes experimentais,

laboratério e analista, forneceram Desvio Padrdao Relativo de 1,80%. Para a determinacdo da

precisdo interdias realizaram-se andlises de uma amostra, em quatro dias consecutivos, obtendo-se

valor experimental médio de poténcia de 115,78%, com DPR de 0,37%. Os resultados obtidos na

avaliacdo da precisdo interdias sdo mostrados na Tabela 6.3.5.
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Tabela 6.3.5. Valores determinados de poténcia de tigeciclina em pé liofilizado na avaliagdao da

precisdo do método turbidimétrico

Tigeciclina em pé liofilizado” Poténcia média DPR’
Dia
mg/frasco % (%) (%)
1 61,31 115,67
2 61,55 116,13
115,78 0,37
3 61,54 116,11
4 61,07 115,22

* média de trés determinagdes

®DPR (%) = Desvio Padrio Relativo percentual

6.3.9.3 Exatidao

Determinou-se a exatiddo do método através do teste de recuperacdo. Utilizando a equacao

6.2.2, obteve-se valor médio de exatiddao de 99,74%. Os resultados do teste de recuperagdo estao

representados na Tabela 6.3.6.

Tabela 6.3.6. Teste de recuperacdo do método turbidimétrico para tigeciclina

Poténcia Poténcia
Recuperaciao Recuperacao 5
tedrica encontrada’ DPR’ (%)
(%) média (%)
(%) (%)

Recuperacao 1 80 78,92 98,65

Recuperacio 2 100 100,18 100,18 99,74 0,95

Recuperacao 3 120 120,45 100,38

* média de trés determinagoes
®DPR (%) = Desvio Padrao Relativo percentual
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6.3.9.4 Robustez

A robustez foi avaliada através de alteracdes no tempo de incubagdo, comprimento de onda
de leitura dos tubos e concentragdo do inéculo. As alteragdes realizadas ndo provocaram mudancas
nos resultados de teores das amostras de p6 liofilizado doseadas pelo método. Os coeficientes de
variagdo entre os teores foram inferiores a 1,55%, comprovando a robustez do método proposto

para os parametros avaliados, conforme demonstra a Tabela 6.3.7.

Tabela 6.3.7. Parametros da avaliacdo da robustez do método microbioldgico turbidimétrico para

andlise de tigeciclina em po liofilizado

Tigeciclina® DPR’
Variavel Faixa investigada Tigeciclina” (%)
(mg /frasco) (%)
Tempo de incubagio 2h 45min 59,11 111,53 0.60
(°C) 3h 58,46 110,30 ’
3h 15min 59,02 111,35
Comprimento de 525 58,79 110,93 031
onda (nm) 530 58,46 110,30 ’
535 58,50 110,37
7,8 59,32 111,92
Concentragdo do
8,0 57,96 109,35 1,55
inéculo (%)
8,2 59,69 112,63

* média de trés determinagdes
"DPR (%) = Desvio Padrio Relativo percentual

6.3.10 Discussao

Os ensaios microbiolégicos possuem desvantagens relacionadas ao tempo de execugdo e
volume de trabalho e material empregado. Em funcio disso, esses métodos tém sido substituidos

por ensaios fisico-quimicos, os quais sdo mais rapidos e prdticos. Entretanto, a substituicdo de
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ensaios microbioldgicos pode gerar sérias consequéncias relativas a seguranca e eficicia do
antimicrobiano, pois muitas vezes a parte da molécula essencial para atividade pode ndo ser a
mesma detectada no método fisico-quimico, gerando conclusdes falsas sobre qualidade do
medicamento. O ensaio turbidimétrico representa importante alternativa para avaliagdo de poténcia
de antimicrobianos, pois € um método simples e, principalmente, rapido. O método proposto neste
trabalho necessita de apenas trés horas de incubacdo, podendo ser comparado ao tempo de um
método quimico de andlise. Neste contexto, o método aqui apresentado pode ser amplamente
aplicado em laboratérios onde a disponibilidade de tempo e equipamentos € limitada.

Na validacdao do método microbioldgico turbidimétrico, a linearidade do método foi
comprovada pelos coeficientes de determinacdo de 0,9999 e 0,9988 para tigeciclina SQR e p6
liofilizado, respectivamente, os quais foram bastante proximos da unidade. Além disso, a andlise
de variancia demonstrou significativa regressao e auséncia de desvios da linearidade e paralelismo
nas curvas analiticas originadas da substancia quimica de referéncia e amostra. O teste ¢ de Student
acusou nao significativa a diferenca entre os coeficientes angulares das retas obtidas com padrio e
produto farmacéutico, demonstrando a auséncia de interferéncia do excipiente da formulacdo. A
precisd@o do método foi avaliada através do Desvio Padrao Relativo dos teores da amostra de p6
liofilizado obtidos em quatro diferentes dias. Com resultado médio de teor de 115,78 e Desvio
Padrao Relativo de 0,37%, a precisio do método foi comprovada. No estudo da exatidao,
determinada pelo teste de recuperacdo, obteve-se resultado médio de 99,74%, o qual comprovou a
capacidade do método de determinar teores pré-definidos de modo exato. As pequenas alteragdes
efetuadas nos parametros do método durante a avaliacdo da robustez, ndo causaram efeitos
significativos. Entretanto, foi possivel observar que o pardmetro volume de inéculo €, conforme
esperado, extremamente importante para obten¢do de resultados precisos, uma vez que este
apresentou o maior Desvio Padrdo Relativo. A validacdo do método foi satisfatdria, estando de
acordo com o estabelecido em guias nacionais e internacionais, o que oferece seguranga para

aplicacdo do método proposto na avaliacdo de poténcia de tigeciclina em po liofilizado.
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6.4 ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

6.4.1 Consideracoes gerais

A espectrofotometria emprega as propriedades dos &tomos e moléculas de absorver e emitir
energia eletromagnética, desta forma a absor¢do molecular na regido do ultravioleta e do visivel
depende da estrutura eletronica da molécula. A relagdo fotometria — luz se dd em termos de
energia, que apresenta relacdo inversa com o comprimento de onda. Esta técnica é amplamente
utilizada em andlise quantitativa, devido a facilidade de execugdo, boa sensibilidade e exatiddo,
seletividade moderada e ampla aplicabilidade. E influenciada por fatores como estrutura molecular
do composto, solvente, temperatura e comprimento de onda da radiacdo (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000; MENDEZ et al., 2003).

A espectrofotometria é fundamentada na lei de Lambert-Beer, que é a base matematica
para medidas de absorcdo de radiacdo por amostras no estado sélido, liquido ou gasoso, nas
regides ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro eletromagnético. Para medidas de
absor¢do de radiacdo em determinado comprimento de onda, tem-se: A= log(Io/I) = €bc, onde A ¢é
a absorvancia, Io é a intensidade da radiacio monocromética que incide na amostra ¢ I € a
intensidade da radiacdo que emerge da amostra. A absortividade molar (¢) € uma grandeza
caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude depende do comprimento de onda da radia¢ao
incidente. O termo ¢ € a concentracdo (mol/L) da espécie absorvente e b, a distancia (cm)
percorrida pelo feixe através da amostra (ROCHA e TEIXEIRA, 2004).

Os métodos espectrofotométricos sdo frequentemente empregados em andlises
farmacéuticas. Sua facil execugdo, aliada ao custo reduzido, propicia a utilizagdo desta técnica no
controle de qualidade de rotina de intimeros produtos farmacéuticos. Além da determinacdo
quantitativa, a comparacdo do perfil espectral permite identificar a substincia em andlise
(ZARBIELLI et al., 2006). Nesse contexto, estudos utilizando espectrofotometria na regido do

ultravioleta para andlise de tigeciclina ndo foram encontrados na literatura, incentivando o

desenvolvimento e validacdo do método proposto.
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6.4.2 Material

As determinagdes foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis Shimadzu (Téquio,
Japao), modelo UV mini-1240, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. Utilizou-

se como solvente dgua purificada (Milli-Q®).

6.3.2.1 Preparo da solucio de tigeciclina SQR
Pesou-se quantidade equivalente a 5 mg de tigeciclina SQR e transferiu-se para baldo
volumétrico de 100 mL e completou-se com dgua, obtendo-se a concentracdo de 50,0 pg/mL de

tigeciclina SQR.

6.4.2.2 Preparo das solucgoes de tigeciclina na forma farmacéutica

O contetdo de trés frascos contendo 50 mg tigeciclina pé liofilizado foi adicionado a um
recipiente adequado; a partir deste pool de amostras pesou-se o equivalente a 2,5 mg e transferiu-
se para baldo volumétrico de 50 mL, completou-se o volume com dgua, obtendo-se solugdo de 50
pg/mL. Desta solucdo, retiraram-se 3,2 mL, que foram transferidos para baldo volumétrico de 10

mL, obtendo-se solucdo de 16 pug/mL, apds completar o volume com o mesmo solvente.

6.4.3 Método

Aliquotas da solugdo de tigeciclina SQR, item 6.4.2.1, foram transferidas para baldes
volumétricos de 10 mL. Em seguida, o volume foi completado com dgua. As leituras foram
efetuadas no comprimento de onda méximo, 245 nm, como descrito anteriormente no item 5.4.3.1,

utilizando dgua como branco.

6.4.4 Curva de Ringbom

A faixa de linearidade do método foi determinada pela curva de Ringbom. A partir da
solucdo de trabalho de SQR preparada no item 6.4.2.1, foram preparadas dilui¢des com auxilio de
micropipeta, em baldes volumétricos de 10 mL como apresentados na Tabela 6.4.1. As leituras

foram realizadas em comprimento de onda de 245 nm.
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Tabela 6.4.1. Obtencdo da curva de Ringbom para a determinacdo da faixa de linearidade do

método espectrofotométrico na regido do UV para andlise de tigeciclina a 245 nm

Amostra Solugao de tigeciclina SQR (50 pg/mL) Concentraciio
(mL) (ng/mL)"
! 0,2 ;
2 0,4 )
3 0,6 ;
4 0,8 A
5 1,0 5
6 1,2 6
7 1,4 .
8 1,6 o
9 1,8 9
10 20 "
11 24 -
12 )8 y
13 32 €
14 36 s
15 40 2
16 44 ’
17 5.0 N
18 6.0 0
19 7.0 N

4 Baldo volumétrico de 10 mL

6.4.5 Obtencao da curva analitica

Para a obtencao da curva analitica de tigeciclina SQR, transferiram-se aliquotas de 2,0; 2,4;
2,8;3,2; 3,6; 4,4 e 4,0 mL da solugdo descrita no item 6.4.2.1 para baldes volumétricos de 10 mL e

completou-se o volume com 4gua, obtendo-se solu¢des com concentragdes finais de 10; 12; 14;
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16; 18; 20 e 22 pg/mL, respectivamente. Cada concentracdo foi preparada em triplicata. As
leituras espectrofotométricas foram determinadas no comprimento de onda de 245 nm, utilizando

dgua como branco.

6.4.6 Calculo do teor de tigeciclina em po liofilizado

As leituras das solucdes de amostra foram realizadas em espectrofotdmetro no

comprimento de onda de 245 nm. As soluc¢des foram preparadas em triplicata.

O célculo da concentracdo de tigeciclina em po liofilizado foi realizado através das

equacoes 6.4.1 ¢ 6.4.2.

Ca = Aa. Csor/ Asqr Equacao 6.4.1

Em que:

Ca = concentracdo da amostra (ug/mL)
A = absorvancia da amostra
Csqr = concentragdo da substancia quimica de referéncia

Asor = absorvancia da substincia quimica de referéncia

O valor percentual de tigeciclina nas amostras foi calculado pela equagdo 6.4.2:

Ca%= (Ca.100)/Cy Equacio 6.4.2

Em que:
Ca% = Concentracgdo percentual da amostra
Ca = Concentracao de tigeciclina encontrado na amostra (pug/mL)

Cr = Concentragdo tedrica de tigeciclina na amostra (pug/mL)
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6.4.7 Validacao

6.4.7.1 Linearidade

A linearidade do método foi obtida através da analise de trés curvas analiticas em trés dias
diferentes. Cada curva foi construida conforme descrito no item 6.4.5. Os resultados obtidos
foram analisados para obtencdo da equagdo da reta pelo método dos minimos quadrados e a

verificag¢do da linearidade foi constatada pela ANOVA.

6.4.7.2 Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelo célculo do Desvio Padrdo Relativo percentual das

amostras, submetidas a ensaios de repetibilidade e precisdo intermedidria.

6.4.7.2.1 Repetibilidade

Seis solugdes de tigeciclina SQR na concentracdo 16 pg/mL foram preparadas e analisadas
no mesmo dia. Deste modo, os resultados foram obtidos utilizando as mesmas condi¢oes

experimentais, método, equipamento e analista.
6.4.7.2.2 Precisao intermediaria

Avaliou-se a precisdo intermedidria através de andlises de solugdes de tigeciclina pd
liofilizado, na concentragdo de 16 pg/mL, executadas por diferentes analistas e em diferentes dias.
As andlises foram realizadas em triplicata.

6.4.7.2.2.1 Interdias

Prepararam-se, diariamente, duas amostras, na concentra¢do de 16 pg/mL, e analisaram-se

triplicata em trés dias consecutivos, sob as mesmas condi¢cdes experimentais.
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6.4.7.2.2.2 Entre-analistas

Duas amostras, na concentra¢ido de 16 pg/mL foram preparadas e analisadas em triplicata,

por dois analistas, sob as mesmas condi¢des experimentais.
6.4.7.3 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, no qual quantidade
conhecida de padrdo foi adicionada a amostra. As amostras foram preparadas segundo a Tabela

6.4.2, em triplicata.

Tabela 6.4.2. Preparo das solugdes para o teste de recuperacdo do método espectrofotométrico na

regiao do UV
Tigeciclina amostra Tigeciclina SQR Concentracao tedrica
(50 pg/mL) (50 pg/mL) final (ug/mL)*
(mL) (mL)

Amostra 5,0 - 10,0

R1 5,0 1.4 12,8

R2 5,0 3,0 16,0

R3 5,0 4,6 19,2

Padrao - 5,0 10,0

*Baldo volumétrico de 25 mL

A percentagem de tigeciclina recuperada foi calculada pela equagao 6.4.3.

%R = [(Cr-Ca)/Cp] x 100 Equacio 6.4.3

Em que:
Cr = concentracdo encontrada da solu¢do amostra adicionada de SQR (pg/mL)
Ca = concentragdo encontrada da amostra (pug/mL)

Cp = concentragao tedrica adicionada da solu¢do da SQR (pg/mL)
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6.4.7.4 Especificidade

A especificidade do método proposto foi avaliada pelo espectro de absor¢@o da solucdo
placebo (lactose 50 ug/mL), para verificacdo de auséncia de absor¢do no comprimento de onda

utilizado no método.

6.4.7.5 Limite de deteccao (LD)

O limite de deteccao foi calculado a partir da férmula descrita na literatura (ICH, 2005),
fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva analitica. A equagdo 6.1.4

foi utilizada no célculo.

6.4.7.6 Limite de quantificacao (LQ)

O limite de quantificacdo foi calculado a partir da férmula descrita na literatura (ICH,

2005), fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva analitica. O célculo

foi realizado segundo a equagdo 6.1.5.

6.4.7.7 Robustez

A robustez do método foi determinada pela comparagdo dos resultados de teor de

tigeciclina em po liofilizado, obtidos variando-se o comprimento de onda de absor¢ao.

6.4.8 Resultados

As caracteristicas do espectro de absor¢do de tigeciclina SQR em dgua (Figura 5.6.1) foram

discutidas na sec¢do 5.6.3.1.
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6.4.8.1 Curva de Ringbom

Os resultados obtidos com a curva de Ringbom, construida para a determinagdo da faixa
linear do método espectrofotométrico na regido do ultravioleta, para tigeciclina sdo mostrados na

Tabela 6.4.3.

Tabela 6.4.3. Valores obtidos na construcdo da curva de Ringbom pelo método
espectrofotométrico na regido do UV para tigeciclina SQR, utilizando dgua como solvente no

comprimento de onda de 245 nm

Concentra¢iao (ug/mL)” Absorvancia 100- T%
1 0,0339 7,5088
2 0,0651 13,9204
3 0,1022 20,9685
4 0,1348 26,6837
5 0,1671 31,9387
6 0,2025 37,2664
7 0,2457 43,2063
8 0,2664 45,8498
9 0,3147 51,5493
10 0,3410 54,3963
12 0,3997 60,1617
14 0,4775 66,6957
16 0,5426 71,3318
18 0,6020 74,9965

20 0,6847 79,3319
22 0,7430 81,9282
25 0,8507 85,8973
30 1,0303 90,6739
35 1,2041 93,7497

4 Baldo volumétrico de 10 mL
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Na Figura 6.4.1 estd representada a curva de Ringbom obtida pelo método

espectrofotométrico na regido do UV para tigeciclina SQR.

Figura 6.4.1. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do UV para

tigeciclina SQR, utilizando d4gua como solvente no comprimento de onda de 245 nm
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6.4.8.2 Linearidade

Os valores das absorvancias obtidas pelas diferentes concentra¢des de tigeciclina SQR, em

dgua, para a construc¢io da curva analitica sdo mostrados na Tabela 6.4.4.
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Tabela 6.4.4. Valores de absorvancia determinados para a curva analitica de tigeciclina SQR, pelo

método espectrofotométrico na regido do UV, utilizando d4gua como solvente, a 245 nm

Concentracio DPR®
Absorvancia“ Absorvancia média + DP’

(ug/mL) (%)

0,3509
10 0,3595 0,3526 + 0,0063 1,78
0,3473

0,4219
12 0,4301 0,4292 +0,0069 1,61
0,4356

0,4906
14 0,5021 0,4951+ 0,0061 1,24
0,4927

0,5641
16 0,5694 0,5663 + 00,0028 0,49
0,5654

0,6370
18 0,6412 0,6376 +0,0033 0,52
0,6347

0,7039
20 0,7109 0,7073 £ 0,0035 0,50
0,7071

0,7789
22 0,7830 0,7808 = 0,0021 0,27
0,7805

“Valor médio de trés determinagdes/ "DP = Desvio padrido/ ‘DPR = Desvio Padrio Relativo
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A curva analitica de tigeciclina SQR (Figura 6.4.2) foi construida com as médias dos

valores de absorvancias de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade.

Figura 6.4.2. Curva analitica de tigeciclina SQR, obtida pelo método espectrofotométrico na

regido do UV, utilizando dgua como solvente, a 245 nm
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0.8 - v=0,03542x + 0,00030
0.7 - r*=0,00083
0.6 -
0.5 -
0.4 -
0,3
0,2 -
0.1
]

Absorvinceia

] 5 10 15 20 25

Concenfracio de tigeciclina (ng/ml)

A ANOVA, calculada para os dados da curva analitica de tigeciclina SQR, é mostrada na

Tabela 6.4.5.
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Tabela 6.4.5. Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obten¢do da curva

analitica de tigeciclina SQR, utilizando o método espectrofotométrico na regido do UV

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F calculado F
variaciao liberdade quadrados médio tabelado
Entre 6 0,421553 0,070259 3082,83* 2,85
concentragdes
Regressao 1 0,421482 0,421482 18493,86* 4,6
linear
Desvio da 5 0,000071 0,000014 0,626189 2,96
linearidade
Residuo 14 0,000319 0,000023
Total 20 0,421872

*Significativo para p<0,05%

6.4.8.4 Precisao

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade (intradia), expressando-se
os resultados com base no Desvio Padrao Relativo. Seis soluc¢des de tigeciclina SQR preparadas na
concentracdo de 16 pg/mL foram submetidas a andlises sucessivas, e os dados obtidos no mesmo
dia, sob as mesmas condicdes experimentais, laboratdrio e analista, forneceram DPR de 1,12%.

A precisdo intermedidria foi avaliada através da precisdo interdias e entre-analistas. Os
valores de teor de tigeciclina em po liofilizado, determinados durante a avaliagdo da precisao do
método proposto, encontram-se na Tabela 6.4.6. As precisdes interdias e entre-analistas

apresentaram DPR menores que 1,01 e 1,03%, respectivamente.
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Tabela 6.4.6. Determinagdo da precisao interdias e entre-analistas do método espectrofotométrico

para andlise de tigeciclina em p6 liofilizado

Interdias Entre-analistas
Teor” Teor” DPR’ Teor” Teor” DPR’
Amostra Dia Analista
(mg/frasco) (%) (%) (mg/frasco) (%) (%)
1 59,03 111,38 A 59,11 111,53
1,03
1 2 58,51 110,39 1,01 B 59,97 113,16
3 57,85 109,16
1 61,02 115,14 A 61,93 116,84
0,52
2 2 60,83 114,77 0,22 B 61,47 115,98
3 61,09 115,26

* média de trés determinagdes

®DPR (%) = Desvio Padro Relativo percentual

6.4.8.5 Exatidao

Na Tabela 6.4.7 sdo apresentados os valores de recuperacdo obtidos para cada nivel de

concentracdo testado pelo método espectrofotométrico, utilizando dgua como solvente, a 245 nm.

Os valores de recuperacdo encontraram-se entre 100,32 e 101,42%, demonstrando o cumprimento

deste parametro.
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Tabela 6.4.7. Determinacdo da exatiddo do método analitico para andlise tigeciclina por

espectrofotometria na regido do ultravioleta

Tigeciclina SQR Tigeciclina SQR Recuperacao 5
Recuperacao DPR
adicionado encontrado’ média
(%) (%)
(ug/mL) (ug/mL) (%)
R1 2.8 2,81 100,32
R2 6,0 6,05 100,78 100,84 0,55
R3 9,2 9,33 101,42

* média de trés determinagdes
’DPR (%) = Desvio Padrdo Relativo percentual

6.4.8.6 Especificidade

Na avaliacdo da especificidade do método espectrofotométrico, avaliou-se o espectro de

absorc¢do da solucdo placebo, a qual ndo apresentou maximos na regido do comprimento de onda

utilizado no método (Figura 6.4.3).
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Figura 6.4.3. Espectro da solu¢do placebo para verificagdo de auséncia de absor¢ao do excipiente

da formulacao na regido do ultravioleta utilizada no método
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6.4.8.7 Limites de deteccao e quantificacao

A sensibilidade do método espectrofotométrico foi determinada pelos limites de detecc¢ao
(LD) e de quantificagdo (LQ). Os valores calculados para LD e LQ foram 0,33 pg/mL e 1,00

ug/mL, respectivamente.

6.4.8.8 Robustez

Alteracdes no comprimento de onda de absor¢do foram realizadas para avaliacdo da
robustez do método. Na execugdo de andlises do produto farmacéutico, os teores obtidos nao
apresentaram diferenca significativa e os coeficientes de variacdo foram inferiores a 0,27%,
comprovando a robustez do método proposto, frente ao parametro avaliado, conforme demonstra a

Tabela 6.4.8.
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Tabela 6.4.8. Parametros da avaliacdo da robustez do método analitico para andlise de tigeciclina

por espectrofotometria na regido ultravioleta

Amostra Comprimento de onda Teor* (mg/frasco) Teor” DPR’
(nm) (%) (%)
243 57,75 108,96
1 245 57,85 109,16 0,10
247 57,83 109,12
243 61,21 115,49
2 245 61,09 115,26 0,27
247 61,41 115,87

* média de trés determinagdes
®DPR (%) = Desvio Padrao Relativo percentual

6.4.9 Discussao

A espectrofotometria ¢ um dos métodos de maior simplicidade em termos de execugdo e
custo, ja que os solventes e equipamentos necessarios possuem um custo relativamente baixo,
além da rapidez de execucdo das andlises. Além disso, a elevada quantidade de farmacos, cujas
estruturas apresentam grupos funcionais croméforos, faz com este tipo de método seja amplamente
aplicavel.

O desenvolvimento de métodos quantitativos empregando a espectrofotometria de absor¢ao
¢ baseado na suposicdo de que a capacidade de absortividade de um sistema é diretamente
proporcional a concentracao de soluto (Lei de Lambert-Beer) (ROCHA e TEIXEIRA, 2004).

Na literatura ndo foram encontrados métodos espectrofotométricos para avaliacdo de
tigeciclina, assim, desenvolveu-se e validou-se um método simples, utilizando 4gua como
solvente, baseando-se na boa intensidade de absor¢do do farmaco neste solvente, assim como na
simplicidade no preparo das amostras e baixos custo e quantidade de residuos gerada.

A especificidade do método foi avaliada através da pesquisa da possivel interferéncia do

excipiente do po6 liofilizado na determinacdo quantitativa de tigeciclina. De acordo com os
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espectros obtidos para tigeciclina SQR e para soluciao do placebo constatou-se que o método foi
especifico, demonstrando ndo haver interferéncia do excipiente no maximo de absor¢do de 245
nm.

Através da andlise da por¢do retilinea da curva de Ringbom, selecionou-se a faixa de
concentracdo Otima para o método espectrofotométrico. Os resultados obtidos na avaliagdao da
linearidade demonstraram que as solugdes de tigeciclina SQR apresentaram correlacio linear entre
as absorvancias e concentragdes, no intervalo utilizado. Foram plotados graficos da concentracao
versus absorvancia, os quais demonstraram haver linearidade adequada na faixa de 10 a 22 pg/mL.
A equacdo da reta para o método foi: y = 0,03542 + 0,0003, com coeficiente de determinacao de
0,9998.

Os limites de detec¢do e quantificacdo foram calculados baseados nas curvas analiticas
produzidas em diferentes dias. Os valores encontrados para limites de detec¢do e quantificacdo
foram 0,33 pg/mL e 1,00 pg/mL, respectivamente, o que demonstra que a faixa utilizada encontra-
se acima dos limites e, portanto, com valores adequados de concentracao.

A precis@o do método foi demonstrada através da repetibilidade e precisdo intermedidria
(interdias e entre-analistas). O valor experimental obtido de Desvio Padrdo Relativo para andlise
de seis replicatas de tigeciclina SQR, realizada no mesmo dia e sob as mesmas condicdes, foi
1,12%. Para as andlises realizadas em dias e por analistas diferentes, os valores de DPR foram
menores que 1,03%. Os resultados obtidos demonstraram a precisao do método, pois os
coeficientes de variagdo foram menores que 2% (SHABIR, 2003).

A exatiddo foi avaliada através do teste de recuperagdo. Os resultados obtidos encontram-
se na faixa de 100,32-101,42%, estando de acordo com a faixa recomendada para exatiddo de
métodos analiticos (98-102%) (BRASIL, 2003).

A robustez do método foi avaliada quanto ao pardmetro comprimento de onda. Os
resultados obtidos ndo demonstraram diferenca significativa na quantificagdo da amostra com as
alteracdes realizadas, demonstrando assim, ser robusto para o parametro analisado.

O método espectrofotométrico proposto cumpriu todos os requisitos exigidos pelos 6rgaos
oficiais (ICH, 2005; F. BRAS, 2010; USP 33, 2010), mostrando-se adequado, apresentando
simplicidade, especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez, podendo ser empregado

para doseamento de tigeciclina em p6 liofilizado.
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6.5 ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO VISIVEL

6.5.1 Consideracoes gerais

A espectrofotometria na regido do visivel possui como vantagens o baixo custo e a facil
execucdo, possibilitando a obtencdo de alta sensibilidade e seletividade. A seletividade e
sensibilidade do método espectrofotométrico no visivel depende somente das reacdes quimicas
responsdveis pelo desenvolvimento da cor e ndo da tecnologia dos equipamentos. Os custos
envolvidos no desenvolvimento e aplicacdo do ensaio espectrofotométrico depende somente dos
reagentes utilizados (MRUTYUNJAYA RAOQO, 2008).

As tetraciclinas s@o conhecidas pela sua estrutura formada por 4 anéis com ampla
variedade de grupos funcionais capazes de formar complexos com vdrios ions metdlicos em
solucdo aquosa. Muitos métodos espectrofotométricos utilizados para determinagdo de
tetraciclinas baseiam-se nesta propriedade (LIAWRUANGRATH et al., 2006). As tetraciclinas
exibem trés constantes de acidez macroscOpicas amplamente aceitas. Em ambiente aquoso a
primeira deprotonagdo (pK; 3-4) ocorre no OH da posi¢@o 3. O segundo valor de pKa ¢ atribuido
ao OH da posi¢do 12 (pK, 7,3-8,1) e o terceiro ao nitrogénio do grupo dimetilamino (pK3 8,8-9,8).
Assim, os possiveis sitios de ligagdo dependem do solvente utilizado e seu pH. Embora uma
variedade de técnicas tem estudado as propriedades complexantes das tetraciclinas, os resultados
obtidos tém levado a conclusdes contraditérias sobre a localizagdo de seus sitios quelantes
(WESSELS et al., 1998).

Meétodos espectrofotométricos na regido do visivel para determinag@o de tetraciclinas sio
baseados na reacdo dos farmacos com diferentes reagentes, originando compostos coloridos.
Alguns reagentes utilizados sdo cloreto de cobre, acetato de uranila, complexos com cobre (II),
cobalto (II), ferro (III), niquel (II), cloreto de aluminio (III), molibdato de s6dio, sulfato férrico
amoniacal, acido cloranilico (MAGNAM et al., 1984; SULTAN, 1988; SAHA, 1989; SAHA et
al., 1990; LIAWRUANGRATH et al., 2006; RUENGSITAGOON, 2008; FAHELELBOM, 2008;
SUNARIC et al., 2009). Virios reagentes foram testados para determinacdo de tigeciclina, porém
para a maioria ndo se obteve bons resultados, nescessitando de estudos complementares para
estabelecimento de condicdes adequadas de reagdo. Muitos métodos espectrofotométricos na

regido do visivel utilizam solventes organicos em suas reacdes, alguns envolvendo processos de
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extracdo do produto de reacdo. Neste contexto, o método proposto possui vantagens de rapidez,

baixo custo, facilidade de execucdo e seguranga ambiental, pois ndo utiliza solventes organicos.

6.5.2 Material

As determinagdes foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis Shimadzu (Téquio,
Japao), modelo UV mini-1240, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. O ajuste
de pH do tampao foi realizado em peagdmetro digital Micronal, modelo B474. Utilizou-se dgua
purificada (Milli-Q®) e os reagentes acetato de cobre (Merck) e acetato de sédio (Synth). A
substancia quimica de referéncia e a forma farmacéutica utilizadas estdo descritas nos itens 4.2 e

4.3.

6.5.2.1 Preparo do reagente acetato de cobre

Transferiram-se 5,0 g de acetato de cobre para balao volumétrico de 100 mL com auxilio
de dgua purificada. Levou-se ao ultrassom por 30 minutos para solubilizacdo e completou-se com

dgua, obtendo-se reagente com concentracgao final de 5,0%.

6.5.2.2 Preparo da solucio de tigeciclina SQR

Pesou-se quantidade equivalente a 5,0 mg de tigeciclina SQR e transferiu-se para balao
volumétrico de 25 mL com auxilio de dgua purificada, completando-se o volume com mesmo

solvente, obtendo-se a concentragdo de 200,0 pg/mL.

6.5.2.3 Preparo das solucgoes de tigeciclina na forma farmacéutica

O contetdo de trés frascos contendo 50 mg tigeciclina po liofilizado foi adicionado a um
recipiente adequado; a partir deste pool de amostras pesaram-se o equivalente a 5,0 mg e
transferiu-se para baldao volumétrico de 25 mL, completou-se o volume com &dgua, obtendo-se
solucdo de 200 pg/mL. Desta solucdo, 1,1 mL foram transferidos para baldo volumétrico de 10 mL
contendo 1 mL de tampao acetato pH 3,0, no qual adicionou-se 1 mL de solu¢do de acetato de

cobre, obtendo-se solugdo de 22 ug/mL, apds completar o volume com dgua purificada.



139

6.5.2.4 Preparo do tampao pH 3,0

Pesou-se 4,0 g de acetato de sddio anidro e dissolveu-se em 800 mL de dgua, apds
quantidade suficiente de 4cido acético glacial (aproximadamente 130 mL) foi adicionado para
ajuste de pH. A solugdo foi transferida para baldo volumétrico de 1000 mL, completando-se o

volume com 4gua purificada.

6.5.3 Desenvolvimento do método

As caracteristicas do espectro de absor¢do de tigeciclina SQR apds reagdo com acetato de
cobre em pH 3,0 (Figura 5.7.1) foram discutidas na secao 5.7.
Para determinacdo das condi¢des do método, avaliaram-se diferentes concentragcdes de solucdo de
acetato cobre e pHs. Fixou-se o volume da solugdo de tigeciclina e pH, variando-se o volume da
solucdo de acetato de cobre de 0,1 a 2 mL (Figura 6.5.1), sendo as andlises realizadas contra um
branco preparado para cada volume de solug@o de acetato de cobre testado. Apds determinagdo do
volume da solucdo de acetato de cobre avaliaram-se diferentes tampdes (acetato de sédio, acetato
de amonio, fosfato de potéssio, tris) com pHs 3,0; 5,0; 7,5 e 8,6, respectivamente. Além disso,
avaliou-se também a influéncia da temperatura na reagdo e a fotossensibilidade do produto gerado.
Os resultados demonstraram que para maior concentra¢do da curva analitica (34 ug/mL), o valor
maximo de absorvancia foi obtido com 1,0 mL da solu¢do de acetato de cobre 5%, acima deste
volume as leituras permaneceram constantes ou diminuiram. O pH ndo apresentou grande
influéncia, havendo leituras similares em pH 3,0; 5,0 e 8,6, porém quando se utilizou tampao
fosfato pH 7,5 a leitura foi menor e com tampao fosfato pH 6 houve turvacdo, ndo possibilitando a
determinacdo da leitura, o que pode estar relacionado com precipitagdo de cobre como 6xido ou
hidréxido, que ocorre em pH mais altos que 5 e/ou 6 (COUTO, 1998). Optou-se em utilizar o pH
dcido, devido aos bons resultados e também para melhor visualizagdo da mudanca de cor do
reagente, que passa do azul ao verde na presenca de tigeciclina, uma vez que em pH dcido a
tigeciclina apresenta-se incolor e em pH acima de 5,0 com coloragdo amarelada. Assim, fica
evidente que a coloragdo verde gerada se deve a reac@o e nao a mistura do farmaco amarelo com o
reagente azul. A temperatura de 40 °C por 15 minutos causou diminui¢do nas absorvancias das

solucdes. A reagdo foi estavel por 30 minutos, independente da presenca de luz ou nido, avaliada
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pela utilizacdo de vidraria transparente e ambar. Apds varredura de 300 a 450 nm, a solugdo de
tigeciclina com pH 3,0 apresentou comprimento de onda de maxima absorvancia de 350 nm. Apds
a adicao da solucdo de cobre (5%) este maximo aumentou para 378 nm, indicando a ocorréncia de

reacdo conforme mostra a Figura 5.7.2 deste trabalho.

Figura 6.5.1. Curva das leituras de absorvancia versus diferentes volumes de solucdo de acetato

de cobre a 5%, com concentragdo constante de tigeciclina (34 ug/mL) e pH 3,0
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O mecanismo de reagdo entre tigeciclina e cobre ndo foi elucidado, pois este € o primeiro
estudo que aplica esta reacdo. Entretanto, para andlogos das tetraciclinas (Figura 3.1) € relatado
que o primeiro grupo estrutural a se ligar ao cobre € o dtomo O da posicdo 3, que sofre
desprotonagdo em pH relativamente baixo. Com o aumento de pH, o grupo O da posi¢ao 12
dissocia e a quelacdo passa a ocorrer no sistema O 10 - O 12. Em pH altos, o sitio de quelagao é
transferido para o grupo desprotonado dimetilamonio no C da posi¢dao 4 (JEZOWSKA-BOJCZUK
et al., 1993). Com base nestas informagdes, sugere-se que a reacdo entre tigeciclina e cobre, em
pH 3,0, seja a descrita a seguir, formando o composto com estrutura representada na Figura 6.5.2.
Entretanto, estudos adicionais s@o necessdrios para confirmagdo desta proposi¢do, uma vez que os
grupos ionizdveis na molécula de tigeciclina podem possuir comportamento diferente em relacao

as tetraciclinas.
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Reacio:

(CH3COO),Cu + Tigeciclina _ TigeciclinaCu® + 2CH;COOH

Figura 6.5.2. Estrutura sugerida para o produto da reacao entre tigeciclina e cobre

6.5.4 Método

Em baldo volumétrico de 10 mL adicionaram-se, com auxilio de micropipetador, 1 mL de
tampao, aliquotas da solugdo de tigeciclina SQR, item 6.5.2.1 e 1 mL de solucdo de acetato de
cobre, apds completou-se o volume com dgua. As leituras foram efetuadas imediatamente no
comprimento de onda médximo, 378 nm, como descrito anteriormente no item 5.6, contra uma
solucdo composta pela adi¢do de 1 mL de tampao e 1 mL de solucdo de acetato de cobre, em baldo

volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com dgua purificada.

6.5.5 Curva de Ringbom

A faixa de linearidade do método foi determinada pela curva de Ringbom. A partir da

solucdo de trabalho de SQR preparada no item 6.5.2.1, foram preparadas solugdes com auxilio de
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micropipeta, em baldes volumétricos de 10 mL, com concentragdes de 2 a 42 pg/mL, como

apresentados na Tabela 6.5.1.

Tabela 6.5.1. Obtengdo da curva de Ringbom para a determinacdo da faixa de linearidade do

método espectrofotométrico na regido do visivel para andlise de tigeciclina a 378 nm

Amostra Solucio de tigeciclina SQR (200 pg/mL) Concentraciio
(mL) (ng/mL)’
1 0,1 5
2 0.2 A
3 0,3 6
4 04 o
3 0.5 10
° 0.6 12
’ 0.7 14
i 0.8 16
’ 0.9 18
10 10 2
11 1 b’
12 12 o
13 13 3y
14 14 s
15 15 0
16 16 “
17 17 "
18 18 N
19 19 38
20 20 0
21 21 o

4 Baldao volumétrico de 10 mL
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6.5.6 Obtencao da curva analitica

Para a obtencdo da curva analitica de tigeciclina SQR, utilizou-se o método descrito no
item 6.5.3 e aliquotas de 0,5; 0,7; 0,9; 1,1; 1,3; 1,5 e 1,7 mL da solu¢do descrita no item 6.5.2.1,
obtendo-se solu¢des com concentracdes finais de 10; 14; 18; 22; 26; 30 e 34 pg/mL,
respectivamente. Cada concentracdo foi preparada em triplicata. As leituras espectrofotométricas
foram determinadas no comprimento de onda de 378 nm, utilizando como branco solucao

preparada da mesma forma que as solucdes de tigeciclina, porém isenta de firmaco.

6.5.7Calculo do teor de tigeciclina em pé liofilizado

As leituras das solucdes de amostra foram realizadas em espectrofotdmetro no
comprimento de onda de 378 nm. As solu¢bes foram preparadas em triplicata. O célculo da
concentracdo de tigeciclina em pd liofilizado foi realizado através das equacdes 6.4.1 e 6.4.2,

descritas no item 6.4.6.
6.5.8 Validacao
6.5.8.1 Linearidade

A linearidade do método foi obtida através da analise de trés curvas analiticas em trés dias
diferentes. Cada curva foi construida conforme descrito no item 6.5.6. Os resultados obtidos foram
analisados para obten¢@o da equacdo da reta pelo método dos minimos quadrados e a verificacao
da linearidade foi constatada pela ANOVA.

6.5.8.2 Precisao

A precisdo do método foi avaliada pelo cédlculo do Desvio Padrao Relativo percentual das

amostras, submetidas a ensaios de repetibilidade e precisdo intermedidria.
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6.5.8.2.1 Repetibilidade

Seis solugdes de tigeciclina SQR na concentragdo 22 pg/mL foram preparadas e analisadas
no mesmo dia. Deste modo, os resultados foram obtidos utilizando as mesmas condi¢des

experimentais, método, equipamento e analista.
6.5.8.2.2 Precisao intermediaria

Avaliou-se a precisdo intermedidria pela andlise de solu¢des de tigeciclina p6 liofilizado, na
concentracdo de 22 pg/mL, executadas por diferentes analistas e em diferentes dias. As andlises
foram realizadas em triplicata.

6.5.8.2.2.1 Interdias

Prepararam-se, diariamente, duas amostras, na concentra¢do de 22 pg/mL, e analisaram-se

triplicata em trés dias consecutivos, sob as mesmas condi¢cdes experimentais.

6.5.8.2.2.2 Entre-analistas

Duas amostras, na concentragio de 22 pg/mL foram preparadas e analisadas em triplicata,

por dois analistas, sob as mesmas condi¢des experimentais.

6.5.8.3 Exatidao

A exatidao do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, no qual quantidades
conhecidas de padrio foram adicionadas a amostra. As amostras foram preparadas segundo a

Tabela 6.5.2, em triplicata.
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Tabela 6.5.2. Preparo das solugdes para o teste de recuperacdao do método espectrofotométrico na

regido do visivel

Tigeciclina amostra Tigeciclina SQR Concentracao tedrica
(50 pg/mL) (50 pg/mL) final (ug/mL)*
(mL) (mL)

Amostra 2,8 - 14,0
R1 2,8 0,72 17,6
R2 2,8 1,60 22,0
R3 2,8 2,48 26,4
Padrao - 2,80 14,0

*Baldo volumétrico de 10 mL

A percentagem de tigeciclina recuperada foi calculada conforme equagdo 6.4.3, descrita no

item 6.4.7.3.

6.5.8.4 Especificidade

A especificidade do método proposto foi avaliada pelo espectro de absor¢c@o da solucdo
preparada com adicdo da solucdo placebo (lactose 70 pg/mL) em vez da solucdo de tigeciclina,
para verificacdo de auséncia de reacdo entre lactose e acetato de cobre. Adicionalmente, conforme
mostra a Figura 5.7.2, comparou-se os espectros de tigeciclina na presenca e auséncia de acetato
de cobre, ambos no mesmo pH, para confirmag¢do da formagdo de produto apds reagdo entre

tigeciclina e acetato de cobre.

6.5.8.5 Limite de deteccao (LD) e Limite de quantificacao (LQ)

Os limites de deteccdo e quantificagdo foram calculados a partir das férmulas descritas na
literatura (ICH, 2005), fundamentadas no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva

analitica. Os cdlculos foram realizados segundo as equacdes 6.1.4 ¢ 6.1.5.
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6.5.8.6 Robustez
A robustez do método foi determinada pela comparagdo dos resultados de teor de
tigeciclina em po liofilizado obtidos variando-se o comprimento de onda de absor¢do (376, 378 e

380 nm), volume de solucao de acetato de cobre (0,8; 1,0 e 1,2 mL) e pH do tampdo acetato (2,5;
3,0 e 3,5).

6.5.9 Resultados

6.5.9.1 Curva de Ringbom

Os resultados obtidos com a curva de Ringbom, construida para a determinacdo da faixa

linear do método espectrofotométrico na regido do visivel, para tigeciclina sdo mostrados na

Tabela 6.5.3.



147

Tabela 6.5.3. Valores obtidos na construcdo da curva de Ringbom pelo método

espectrofotométrico na regido do visivel para tigeciclina SQR

Concentra¢iao (ug/mL)” Absorvancia 100- T%
2 0,043 9,385
4 0,094 19,369
6 0,146 28,550
8 0,197 36,467
10 0,249 43,636
12 0,301 49,997
14 0,345 54,814
16 0,405 60,645
18 0,452 64,682
20 0,500 68,377
22 0,559 72,394
24 0,609 75,396
26 0,661 78,173
28 0,706 80,321
30 0,764 82,781
32 0,807 84,404
34 0,867 86,417
36 0,909 87,669
38 0,965 89,161
40 1,016 90,366
42 1,069 91,469

4 Baldo volumétrico de 10 mL

Na Figura 6.5.3 estd representada a curva de Ringbom obtida pelo método

espectrofotométrico na regido do visivel para tigeciclina SQR.
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Figura 6.5.3. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do visivel para

tigeciclina SQR, apos reacido com acetato de cobre a 5%, em pH 3,0
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6.5.9.2 Linearidade
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Os valores das absorvancias obtidas pelas diferentes concentragdes de tigeciclina SQR,

para a construgdo da curva analitica sdo mostrados na Tabela 6.5.4.
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Tabela 6.5.4. Valores de absorvancia determinados em 378 nm para obtencdo da curva analitica

de tigeciclina SQR, pelo método espectrofotométrico na regido do visivel

Concentracgio DPR®
Absorvancia“ Absorvancia média + DP’

(ug/mL) (%)

0,2404
10 0,2435 0,2438 +0,0036 1,47

0,2475

0,3459
14 0,3435 0,3451 £0,0014 0,41

0,3460

0,4521
18 0.4457 0,4481 % 0,0035 0,78

0,4466

0,5366
22 0.5300 0,5377 % 0,0083 1,54

0,5464

0,6396
26 0.6302 0,6405 +0,0108 1,68

0,6517

0,7429
30 0.7360 0,7425 +0,0063 0,84

0,7485

0,8471
34 0.8389 0,8435 % 0,0042 0,50

0,8446

“Valor médio de trés determinagdes/ "DP = Desvio padrido/ ‘DPR = Desvio Padrio Relativo
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A curva analitica de tigeciclina SQR (Figura 6.5.4) foi construida com as médias dos
valores de absorvancias de trés curvas analiticas obtidas durante a avaliacdo da linearidade do

método.

Figura 6.5.4. Curva analitica de tigeciclina SQR, obtida a 378 nm pelo método
espectrofotométrico na regido do visivel
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A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de tigeciclina € mostrada na Tabela

6.5.5.
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Tabela 6.5.5. Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo da curva

analitica de tigeciclina SQR, utilizando o método espectrofotométrico na regido do visivel

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F F
variacao liberdade quadrados médio calculado tabelado
Entre
concentragoes 6 0,831940 0,138657  3624,245571% 2,85
Regressao
linear 1 0,831760 0,831760  21740,763514% 4,6
Desvio da
linearidade 5 0,000180 0,000036 0,941982 2,96
Residuo 14 0,000536 0,000038
Total 20 0,832476

*Significativo para p<0,05%

6.5.9.4 Precisao

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade (intradia), expressando-se
os resultados com base no Desvio Padrao Relativo. Seis soluc¢des de tigeciclina SQR preparadas na
concentracdo de 22 pg/mL foram submetidas a andlises sucessivas, e os dados obtidos no mesmo
dia, sob as mesmas condicdes experimentais, laboratdrio e analista, forneceram DPR de 0,34%.

A precisdo intermedidria foi avaliada através da precisdo interdias e entre-analistas. Os
valores de teor de tigeciclina em po liofilizado, determinados durante a avaliagdo da precisao do
método proposto, encontram-se na Tabela 6.5.6. Os DPR dos parametros interdias e entre-analistas

foram inferior a 0,73 e 1,83 %, respectivamente.
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Tabela 6.5.6. Determinagdo da precisao interdias e entre-analistas do método espectrofotométrico

para andlise de tigeciclina em p6 liofilizado

Interdias Entre-analistas
Teor” Teor” DPR’ Teor” Teor” DPR’
Amostra Dia Analista
(mg/frasco) (%) (%) (mg/frasco) (%) (%)
1 58,34 110,07 A 59,18 111,66
1,83
1 2 58,64 110,64 0,73 B 57,66 108,80
3 59,18 111,66
1 63,49 119,80 A 63,40 119,62
0,11
2 2 63,40 119,62 0,36 B 63,30 119,44
3 63,06 118,99

* média de trés determinagdes

®DPR (%) = Desvio Padro Relativo percentual

6.5.9.5 Exatidao

Na Tabela 6.5.7 sdo apresentados os valores de recuperacdo obtidos para cada nivel de

concentracdo testado pelo método espectrofotométrico na regido do visivel. Os percentuais de

recuperacdo encontram-se entre 98,27 e 99,69%, permitindo recuperagdo média de 99,10%, o que

satisfaz plenamente as exigéncias quanto a exatidao do método proposto.
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Tabela 6.5.7. Determinacdo da exatiddo do método analitico para andlise de tigeciclina por

espectrofotometria na regido do visivel

Tigeciclina SQR  Tigeciclina SQR

Recuperacao

Recuperacao DPR’
adicionado encontrado” média
(%) (%)
(ug/mL) (ug/mL) (%)
Recuperacao 1 3.6 3,59 99,69
Recuperacao 2 8.0 7,95 99,34 99,10 0,75
Recuperacio 3 12,4 12,18 98,27

* média de trés determinagdes
’DPR = Desvio Padrio Relativo

6.5.9.6 Especificidade

Na avaliacdo da especificidade do método espectrofotométrico avaliou-se o espectro de

absorcdo solucdo preparada com adicdo da solucdo placebo em substituicdo a solucdo de

tigeciclina, a qual ndo apresentou maximos na regido do comprimento de onda utilizado no

método (Figura 6.5.5).
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Figura 6.5.5. Espectro da solugdo preparada com placebo em substituicao a solucdo de tigeciclina,

para verificacio de auséncia de reacdo entre lactose e acetato de cobre
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6.5.9.7 Limites de deteccao e quantificacao

A sensibilidade do método espectrofotométrico foi determinada através dos limites de
deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ). Os valores calculados para LD e LQ foram 0,29 pg/mL e

0,89 pg/mL, respectivamente.

6.5.9.8 Robustez

Alteragdes no comprimento de onda de absor¢dao, pH do tampao e volume de solugdo de
acetato de cobre adicionado foram realizadas para avaliagdo da robustez do método. Na execucao
de andlises do produto farmacéutico, os teores obtidos ndo apresentaram diferenca significativa e
os coeficientes de variacdo foram inferiores a 1,04%, comprovando a robustez do método

proposto, frente ao parametro avaliado, conforme demonstra a Tabela 6.5.8.
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Tabela 6.5.8. Parametros da avaliacdo da robustez do método analitico para andlise de tigeciclina

por espectrofotometria na regiao do visivel

Tigeciclina“ DPR’
Variavel Faixa Investigada Tigeciclina” (%)
(mg /frasco) (%)
2,5 58,43 110,24
pH do tamp3o 3,0 58.64 110,64 0.8
3,5 58,32 110,04
Volume de solugio 0.8 58.82 110,99
de acetato de cobre a 1,0 58.64 110,64 1,04
5% (mL) 1,2 57,69 108,85
_ 376 58,58 110,53
Comprimento de
378 58,64 110,64 0,13
onda (nm)
380 58,73 110,82

* média de trés determinagdes
®DPR (%) = Desvio Padrdo Relativo percentual

6.5.10 Discussao

O aperfeicoamento dos métodos fisico-quimicos para andlise de produtos farmacéuticos,
através da utilizacdo de equipamentos modernos € uma tendéncia em laboratérios de controle de
qualidade de farmacos e medicamentos. Os equipamentos modernos de escolha (cromatografia
liquida de alta eficiéncia, ressonancia magnética nuclear e espectrometria de massas) para ensaio
de pureza envolvem alto custo de aquisi¢do e manutencdo. Os métodos de espectrofotometria no
visivel sdo muito simples, de baixo custo e fécil de realizar, entretanto, estes métodos apresentam
limitagdes relacionadas as reagdes quimicas, as quais necessitam ser seletivas para o fairmaco em
andlise e estdveis o suficiente para obtencdo de resultados confidveis (KUMAR et al., 2006;
MRUTYUNJAYA RAO, 2008). O controle de pH é um fator limitante para realizacdo das
reacdes, pois muitas vezes ocorre alteracdo da cor provocada pela mudanga de pH ou reagdo com o

solvente e nao pela formacgdo de produto de reacdo, podendo ocorrer conclusdes equivocadas.
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Meétodos espectrofotométricos na regiao do visivel para avaliacdo de tigeciclina ndo foram
encontrados nas bases pesquisadas assim, com base em estudos com tetraciclinas, desenvolveu-se
e validou-se um método simples, utilizando acetato de cobre como reagente e 4gua como solvente.

Na avaliagdo da especificidade do método, estudou-se a possivel reagdo entre o excipiente
da formulagdo farmacéutica, lactose e o acetato de cobre. De acordo com os espectros obtidos para
tigeciclina SQR e para solucdo do placebo, constatou-se que o método foi especifico,
demonstrando ndo haver interferéncia do excipiente no maximo de absor¢do de 378 nm.

O coeficiente de determinagdo de 0,9997 da reta obtida no grafico da concentracdo versus
absorvancia e os resultados obtidos na ANOVA, comprovaram a linearidade e a regressao do
método proposto na faixa de 10 a 34 pg/mL.

O Desvio Padrao Relativo foi o pardmetro analisado para determinacdo da precisdo do
método, a qual foi demonstrada através da repetibilidade e precisdo intermedidria (interdias e
entre-analistas). Os valores de Desvio Padrdo Relativo de 0,34 e inferior a 1,83% para
repetibilidade e precisdo intermedidria, respectivamente, demonstraram a precisdo do método. Em
adicdo, a exatidao do método foi comprovada pela recuperacao média de 99,10%.

Modificagdes no comprimento de onda, volume de solucdo de acetato de cobre e pH do
tampao foram realizadas a fim de avaliar a robustez do método. Avaliaram-se os coeficientes de
variagdo entre os teores de tigeciclina obtidos nas diferentes condi¢des, obtendo-se resultados
inferiores a 1,04%, os quais demonstraram a capacidade do método de se manter inalterado frente
a pequenas modificacdes de alguns de seus parametros.

O método espectrofotométrico na regido do visivel mostrou-se adequado, apresentando
bons resultados para os pardmetros de validagdo avaliados, podendo ser aplicado para

determinacao do conteddo de tigeciclina em po6 liofilizado.
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6.6 ANALISE COMPARATIVA DOS METODOS

Com o objetivo de estabelecer uma comparagdo entre os métodos propostos para
determinacdo de tigeciclina em po liofilizado foi realizada andlise estatistica dos teores médios de

tigeciclina obtidos pelos diferentes métodos usando anédlise de variancia (ANOVA).

6.6.1 Resultados

Os resultados obtidos na determinacao quantitativa de tigeciclina em p6 liofilizado, pelos

métodos propostos neste trabalho, encontram-se na Tabela 6.6.1.

Tabela 6.6.1. Avaliacdo comparativa dos teores médios obtidos nos cinco métodos validados
usando espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel, doseamento microbiolégico pelos

métodos por difusdo em 4gar e turbidimétrico e CLAE

Métodos
Amostra Difusao em
CLAE Ultravioleta Visivel Turbidimétrico
agar
1 118,87% 116,84% 117,64% 115,16% 115,67%
2 123,04% 122,95% 122,41% 125,55% 127,43%

A Tabela 6.6.2 mostra o resultado de ANOVA calculado, utilizando os valores

experimentais obtidos do teor de tigeciclina em po6 liofilizado, a partir dos métodos validados.
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Tabela 6.6.2. Andlise da variancia dos resultados obtidos no doseamento de tigeciclina pé

liofilizado, pelos métodos propostos

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F F
variacao liberdade quadrados médio calculado tabelado*
Tratamentos 4 3,81 0,95 0,03 5,19
Residuo 5 161,86 32,37
Total 9 165,67
*p =0,05.

6.6.2 Discussao

Os resultados obtidos através de ANOVA demonstram nao haver diferenca significativa
entre os métodos propostos, para o nivel de significincia de 5%. Desta forma, os métodos
validados sdo equivalentes, ou seja, o resultado comprova que os métodos sdo intercambidveis,
sendo adequados para a determinagdo quantitativa do farmaco em pé liofilizado. Todos os
métodos foram validados em relacdo aos parametros estabelecidos em regulamento oficiais, e
apesar de demonstrarem intercambialidade cada método possui caracteristicas proprias. Entretanto,
alguns métodos sdo mais especificos e adequados para andlise de rotina em laboratorios. Os
métodos espectrofotométricos sdo simples, de fécil execugdo e de custo reduzido, mas ndo sdo
especificos para determinar e quantificar possiveis produtos de degradacdo na amostra. Os ensaios
microbioldgicos sdo importantes, pois fornecem informagdo sobre a poténcia do produto
farmacéutico, devendo ser aplicados em paralelo com métodos fisicos, a fim de assegurar a
eficdcia terapéutica de antimicrobianos, entretanto, necessitam de maior tempo de execugdo. A
CLAE ¢ especifica e apropriada para determinacdo de produtos de degradacdo e impurezas.
Assim, ambos os métodos, CLAE e microbioldgico, deveriam ser incluidos em compéndios

oficiais a fim de assegurar a poténcia e a qualidade dos produtos contendo tigeciclina.
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6.7 DISCUSSAO GERAL

Métodos analiticos validados sdo fundamentais para identificacdo, quantificacdo e
avaliacdo de estabilidade de produtos farmacéuticos. A tigeciclina € o primeiro farmaco da classe
das glicilciclinas e até o momento, ndo existem métodos analiticos padronizados em compéndios
oficiais e os artigos cientificos disponiveis abordam apenas métodos analiticos para andlise de
tigeciclina em matrizes bioldgicas.

Foram desenvolvidos e validados métodos analiticos usualmente utilizados para
determinacdo do teor descritos em cddigos oficiais e na literatura, relacionados ao controle de
qualidade de farmacos e medicamentos. Além disso, a simplicidade de execugdo, tempo de
andlise, custo e a capacidade de aplicacdo em estudos de estabilidade foram também considerados,
tendo em vista buscar métodos aplicdveis ao controle de qualidade de rotina.

Na andlise qualitativa foram avaliadas faixa de fusdo, andlise térmica (DSC/TG),
cromatografia em camada delgada, espectrofotometria nas regides do ultravioleta, visivel e
infravermelho e CLAE. A partir dos resultados obtidos, foi possivel conhecer algumas
caracteristicas da tigeciclina, sendo possivel estabelecer bases para identificacio de tigeciclina em
produtos farmaceéuticos.

Na andlise quantitativa foram desenvolvidos e validados cinco métodos analiticos:
espectrofotometria na regido do ultravioleta e visivel, CLAE e doseamento microbiolégico por
difusdo em dgar e turbidimetria. As validacdes foram realizadas com base nos guias ICH (2005),
resolu¢do n° 899 (BRASIL, 2003) e F. BRAS. (2010), as quais estabelecem diretrizes sobre a
validacdo de procedimentos analiticos.

Os métodos microbiolégicos mostraram-se capazes de quantificar o farmaco em pé
liofilizado através da sua atividade frente aos micro-organismos utilizados. O método
turbidimétrico elimina a principal desvantagem dos métodos microbioldgicos, que € o tempo de
realizacdo, pois possui tempo de incubagcdo de apenas trés horas, podendo assim ser mais
facilmente aplicdvel em controle de qualidade.

Os métodos mostraram-se especificos, uma vez que ndo houve interferéncia do excipiente
presente na formulacdo de tigeciclina pé liofilizado. O método CLAE mostrou ser indicativo de
estabilidade, uma vez que foi capaz de separar o firmaco de seus produtos de degradacdo gerados

a partir de degradacdes fotolitica e em meios dcido, basico, oxidativo e neutro.
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Os métodos demonstraram possuir boa linearidade, com coeficientes de determinagio
proximos da unidade, precisdo, com baixos coeficientes variacdo entre dias e analistas, e exatiddo,
com percentagens de recuperagdo proximas a 100%.

Nao existem especificacdes oficiais para o teor de tigeciclina em produto farmacéutico.
Levando-se em conta os limites normalmente preconizados pelas farmacopeias para a
determinacdo do teor de fairmacos em formas farmacéuticas que se encontram na faixa de 90,0 a
110,0% (F. BRAS., 2010; USP 33, 2010), as amostras analisadas estariam fora da especificacao.
Entretanto para isso, estudos adicionais devem ser realizados, a fim de estabelecer um padrdo de

referéncia oficial com conteddo e qualidade assegurada.
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6.8 ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Nas tltimas décadas a realizacao de estudos de estabilidade de produtos farmacéuticos tem
recebido especial atengdo tanto pelos 6rgaos reguladores como pelas empresas envolvidas na
producio. E responsabilidade do fabricante garantir a seguranca e eficicia de seus produtos.

A estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como temperatura,
umidade e luz, e de outros relacionados ao proprio produto como propriedades fisicas e quimicas
de substancias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composi¢ao, processo
de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005). A estabilidade é
definida como a capacidade de um produto em manter suas caracteristicas iniciais, dentro de
limites estabelecidos, durante todo periodo de armazenamento e uso (VADAS, 2000).

Classicamente, a avaliacdo da estabilidade de produtos farmacéuticos é separada em
estudos de estabilidade fisico-quimica e microbioldgica. Reconhecer a estabilidade fisica de uma
formulacdo é importante para o profissional responsavel pelo produto e o usudrio. O produto
farmacéutico deve manter boa aparéncia; alteracdes como descolora¢do ou escurecimento devem
ser motivos de desconfianca; o teor de ingrediente ativo deve ser assegurado com o tempo. Para
cada forma farmacé€utica, hd diferentes parametros a serem avaliados como propriedades
organolépticas, velocidade e volume de sedimentacdo, consisténcia, viscosidade, polimorfismo,
dureza e desintegracdo (VADAS, 2000).

A ocorréncia de reagdes quimicas pode resultar na degradacdo de principios ativos e
excipientes. Alteragdes estruturais do principio ativo podem reduzir sua atividade e levar a efeitos
indesejados, devido a formagdo de produtos toxicos. As reacdes quimicas mais comuns sio as de
oxidacdo e hidrdlise causadas pelo oxigénio e umidade da prépria atmosfera. Outras formas de
degradacdo ocorrem por reagdes fotoquimicas (isomeriza¢do, ciclizacdo e fragmentacgdo),
racemizacao e incompatibilidades com outros componentes da férmula ou embalagem (VADAS,
2000; CORREA et al., 2011).

Guias e diretrizes para condugdo de estudos de estabilidade sdo disponiveis na literatura, os
quais recomendam a realizacdo de duas etapas nos testes de estabilidade: testes acelerados e
confirmatérios. Os estudos acelerados sdo projetados para acelerar a degradacdo quimica e/ou
mudangas fisicas de um produto farmacéutico em condi¢des forcadas de armazenamento. Os

dados assim obtidos, juntamente com aqueles derivados dos estudos de longa duragdo, podem ser
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usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em condi¢des ndo aceleradas e para
avaliar o impacto de curtas exposi¢des a condi¢cdes fora daquelas estabelecidas no rétulo do
produto, que podem ocorrer durante o transporte. Os estudos de longa duracio sdo projetados para
verificagdo das caracteristicas fisicas, quimicas, biolégicas e microbiolégicas de um produto
farmacéutico durante e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Os resultados sdo
usados para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendar as condi¢cdes de
armazenamento (BRASIL, 2005).

O estudo de estabilidade em condicdes de estresse pode auxiliar na identificacdo de
provaveis produtos formados e na avaliagdo da estabilidade intrinseca do farmaco, estabelecendo
possiveis rotas de degradacao (ICH, 2003). Assim sendo, métodos indicativos de estabilidade sdo
importantes para avaliar o comportamento do farmaco frente a condicdes extremas de
armazenamento, proporcionando a separa¢do e identificacio de possiveis produtos de degradagdo.

Os produtos de degradacdo podem causar perda de atividade ou mesmo apresentar
toxicidade (CARSTENSEN e RHODES, 2000). Seguranca e eficicia de produtos farmacéuticos
sao duas questdes fundamentais na terapia farmacoldgica. A seguranca do fairmaco é determinada
pelo seu perfil farmaco-toxicoldgico assim como os efeitos adversos causados pelas impurezas na
matéria-prima e produto acabado. As impurezas em farmacos frequentemente possuem efeitos
farmacoldgicos ou toxicoldgicos indesejaveis, os quais inviabilizam o seu uso independente de
quao benéficas sejam suas propriedades (RAO e NAGARAJU, 2003).

Atualmente, a grande maioria das determina¢des de impurezas relacionadas a farmacos é
realizada em CLAE, o qual oferece sensibilidade adequada para baixas concentragdes e alto grau
de automacdo. Uma ampla variedade de fases estaciondrias e modos de operacdo fazem da CLAE
aplicdvel em todas as classes de farmacos. A maioria dos estudos utiliza separacdo em fase reversa
e detec¢c@o no ultravioleta, pois este modo de anélise é acessivel e oferece melhor confiabilidade,
tempo de andlise, repetibilidade e sensibilidade, quando comparados a outros sistemas (RAO e
NAGARAIJU, 2003).

A tendéncia atual € a utilizacdo de técnicas hifenizadas (GC-MS, LC-MS ou LC-MS-MS,
CE-MS, LC-NMR) em vdérios estdgios de desenvolvimento de métodos indicadores de
estabilidade. Seu uso € aplicdvel devido as suas vantagens distintas como versatilidade,
sensibilidade, possibilidade de caracterizac@o, andlises subestruturais e determinagdo quantitativa,
rapida e seletiva de produtos especificos mesmo em misturas. A dnica limitacdo ainda € seu alto

custo de intrumentacdo, pois seu uso ndo € comum e amplamente difundido como o dos sistemas
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simples de cromatografia gasosa, cromatografia liquida de alta eficiéncia, eletroforese capilar ou
ressonancia magnética nuclear. Essas técnicas sofisticadas estdo sendo utilizadas com propdsito de
monitorar, caracterizar e identificar impurezas, produtos de degradacdo e metabdlitos (BAKSHI e
SINGH, 2002).

De acordo com a ANVISA, RE n° 1, de 29 de julho de 2005 (BRASIL, 2005), o estudo de
estabilidade deve ser executado com o produto farmacéutico em sua embalagem primdria e a
frequéncia dos testes de doseamento e quantificagdo de produtos de degradacao (quando aplicavel)
¢ de 0, 3 e 6 meses para estudo acelerado e 0, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses para estudo de longa
duracdo. Baseado no exposto, amostras de tigeciclina p6 liofilizado em seu frasco-ampola original
foram armazenadas em estufa com temperatura controlada (40 °C) por periodo de 6 meses, sem
controle de umidade, uma vez que a resolu¢do ndo determina a presenca de umidade para
embalagens impermedveis e em estufa com temperatura e umidade controlada (30 +2°Ce 75 +
5% UR) por 9 meses, neste caso a umidade foi aplicada por motivo de disponibilidade de
equipamento no laboratdrio, o qual possuia outros estudos em andamento no mesmo periodo.

Os estudos de estabilidade aqui realizados ndo buscaram a determinacdo da validade do
produto, pois este ja se encontra no mercado com seu prazo de validade estabelecido. Os objetivos
destes estudos foram a avaliagdo do comportamento das amostras sob condigdes estressantes
através de andlises pelos métodos desenvolvidos neste trabalho, observando a possivel formagao

de produtos de degradagdo e/ou perda de atividade antimicrobiana.

6.8.1 Resultados

A Tabela 6.8.1 mostra os resultados obtidos nas anélises de doseamento das amostras

armazenadas em condicdes de estresse pelos métodos propostos.
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Tabela 6.8.1. Valores obtidos na determinagdo do teor de tigeciclina em p¢ liofilizado utilizando

os métodos propostos

Métodos
Amostra Difusao em
CLAE Ultravioleta Visivel Turbidimétrico
agar
Amostra intacta 118,87% 116,84% 117,64% 115,16% 115,67%
40 °C
121,33% 117,47% 117,45% 119,37% 122,52%
3 meses
40 °C
120,55% 119,88% 117,50% 121,78% 120,71%
6 meses
30 °C/75% UR
118,81% 116,61% 118,79% 116,13% 118,55%
3 meses
30 °C/75%UR
119,98% 121,43% 119,43% 123,90% 122,16%
6 meses
30°C/75% UR 115,45% 117,33% 119,05% 120,02% 123,95%
9 meses

A Figura 6.8.1 mostra o grafico de teor das amostras de p6 liofilizado de tigecilina,
analisadas pelos métodos de CLAE, microbioldgicos por difusdo em dgar e turbidimetria e

espectrofotometria nas regides do ultravioleta e visivel.
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Figura 6.8.1 Andlise comparativa de teor das amostras de po6 liofilizado de tigecilina, armazenadas

por 9 meses a 30 °C/ 75% UR, analisadas pelos métodos propostos

Estudo de estabilidade 30 °C/ 75% UR

130
=
= 120 - ?fﬁ
o 115 - ——HPLC
o1
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S 105 e
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6.8.2 Discussao

Nos estudos de estabilidade de tigeciclina em pé liofilizado, utilizaram-se os métodos
previamente desenvolvidos e validados para acompanhamento de teor das amostras. Ao realizar
métodos fisico-quimicos e microbiolégicos paralelamente se obtém uma avaliacio completa da
qualidade do produto em estudo, uma vez que a auséncia de alteracdes no teor determinado
quimicamente ndo garante a atividade microbiolégica do farmaco, pois as medidas quimicas sdo
baseadas em regides cromoéforas das moléculas, as quais ndo estdo necessariamente relacionadas a
atividade do farmaco.

As amostras submetidas aos estudos de estabilidade foram quantificadas mensalmente e
ndo apresentaram alteracdo significativa no seu conteido. Somente nas andlises por CLAE das
amostras submetidas a 30 °C/75% UR por 9 meses foi possivel detectar descréscimo no contetdo
de farmaco (3,36%). Segundo ICH (2003), € permitida uma diferenca de 5% em relacdo ao teor
inicial. Nas andlises pelos outros métodos, os resultados foram varidveis nido sendo detectado
qualquer decréscimo significante de teor. O método por cromatografia liquida foi aplicado para
determinacdo de teor e verificacdo de produtos de degradagdo e o resultado foi o ndo surgimento

de picos adicionais.
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8. CONCLUSOES

v’ As andlises qualitativas permitiram caracterizar o firmaco através de métodos por anélise
térmica, cromatografia em camada delgada, espectrofotometria nas regides do
infravermelho, ultravioleta e visivel, mostrando-se adequadas para a identificacdo do

farmaco no produto farmacéutico.

v Os métodos por cromatografia liquida em fase reversa, espectrofotometria nas regides do
ultravioleta e do visivel, sugeridos para andlise quantitativa de tigeciclina, demonstraram-
se especificos, precisos, exatos e robustos, fornecendo resultados de acordo com os

pardmetros preconizados para avaliacdo de firmacos em produtos farmacéuticos.

v" Os métodos microbioldgicos por difusdo em édgar e turbidimetria apresentaram pardmetros

de validacdo adequados para determinacd@o de poténcia de tigeciclina.

v A comparagio dos métodos propostos para determinagdo quantitativa de tigeciclina em p6
liofilizado por CLAE, métodos microbioldgicos por difusdo em dgar e turbidimetria,
espectrofotometria nas regides do ultravioleta e visivel ndo apresentou diferenca

estatisticamente significativa.

v' As amostras de pé liofilizado de tigeciclina mostraram-se estdveis apds armazenamento
por 6 meses em temperatura de 40 °C e por 9 meses em temperatura de 30 °C/ 75% UR,

monstrando que tigeciclina € menos reativa a temperatura do que ao oxigénio.

v' O método por CLAE deve ser adotado associado a um método microbiolégico para
completa avaliacdo da qualidade de tigeciclina em p6 liofilizado, durante as etapas de

producao, controle de qualidade e estudos de estabilidade.

v" Os métodos desenvolvidos e validados no presente trabalho contribuem para realizagdo de
novos trabalhos cientificos de correlacdo fisico-quimica e bioldgica e para aprimorar o
controle de qualidade e assim, assegurar a eficdcia terapéutica de tigeciclina em po

liofilizado.
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