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RESUMO

A daptomicina é o primeiro membro aprovado de uma nova classe de antimicrobianos, a dos
lipopeptideos ciclicos, e apresenta agdo seletiva contra bactérias Gram-positivas, incluindo
cepas resistentes & meticilina e & vancomicina. E distribuida comercialmente como Cubicin®,
na forma farmacéutica de po liofilizado para solugdo injetavel. Por ser um medicamento de
recente insercdo no mercado mundial, existem poucos estudos na literatura em relacdo ao
desenvolvimento de metodologias analiticas e estudo de estabilidade aplicados a este
lipopeptideo ciclico. Desta forma, pesquisas nesta area sdo de fundamental importancia e
altamente relevantes para otimizar sua anélise na indUstria e garantir a qualidade do produto j&
comercializado. Este trabalho desenvolveu e validou métodos analiticos para analise
qualitativa e quantitativa de daptomicina em pé liofilizado, bem como estudos de estabilidade
e microbiologico. Em relacéo a analise qualitativa, a daptomicina foi analisada quanto as suas
caracteristicas fisicas e ponto de fusdo. Também foram desenvolvidos métodos por
cromatografia em camada delgada (CCD) indicativo de estabilidade, espectrofotometria na
regido do ultravioleta (UV), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), eletroforese
capilar (EC) e espectrofotometria na regido do infravermelho (IR) médio, possibilitando a
identificacdo da amostra. Para quantificacdo do farmaco, foram validados os métodos de
espectrofotometria na regido do UV, ensaio microbioldgico pelo método turbidimétrico,
CLAE, EC e espectrofotometria na regido do IR médio. O método espectrofotométrico na
regido do UV foi desenvolvido em 221 nm, com faixa de linearidade de 6,0 a 21,0 pg/mL,
utilizando &gua como solvente. O ensaio microbiol6égico pelo método turbidimétrico utilizou
0 micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 2082, com faixa linear de 8,0-
18,0 pg/mL. O método por CLAE utilizou comprimento de onda de detec¢do de 221 nm, fase
movel composta por agua e etanol (45:55, v/v), com pH ajustado para 4,5 com acido acético
glacial, obtendo-se um tempo de retencdo médio de 5,7 minutos e capacidade de separacao de
produtos de degradagdo. A faixa linear avaliada foi de 20 a 70 pg/mL. O método de EC foi
validado em 200 nm, com eletrolito de corrida composto por solucdo tampdo fosfato de
potassio (15 mM) pH 7,0, obtendo-se um tempo de migracdo médio de 1,7 minutos e
capacidade de separar produtos de degradacdo. A faixa linear foi de 50,0 a 175,0 pg/mL. A
espectrofotometria na regido do IR médio foi desenvolvida na faixa espectral de 1700 a 1600
cmt. A faixa linear foi de 0,2 a 0,6 mg/150 mg. Os métodos desenvolvidos destacam-se por
ndo utilizarem solventes organicos em suas andlises, enquadrando-se nos parametros da
Quimica Verde. Estudos de estabilidade da daptomicina também foram realizados. O produto
farmacéutico apresentou boa estabilidade nas condicdes aceleradas (25 °C + 2 °C/ UR 60% =+
5%) e de longa duragédo estudadas (5 °C £ 3 °C). A daptomicina na forma pura mostrou-se
instavel em condic¢6es alcalinas, acidas e oxidativas. No estudo microbioldgico, a daptomicina
demonstrou ser muito ativa contra cepas de S. aureus resistentes a meticilina, S. pneumoniae e
enterococos resistentes a vancomicina. No entanto, 15% das cepas de S. aureus sensiveis a
meticilina mostraram-se resistentes. Quanto aos estudos de sinergia, combinagdes entre
daptomicina + LP9666 e daptomicina + NCL sdo promissoras e merecem um estudo mais
aprofundado. Os métodos desenvolvidos neste trabalho contribuem para avaliacdo da
qualidade, seguranca e eficacia terapéutica de daptomicina em po liofilizado, além de ampliar
0s conhecimentos cientificos relacionados a este novo antimicrobiano.

Palavras-chave: CLAE. Controle de qualidade. Daptomicina. Eletroforese capilar.
Espectrofotometria. Estabilidade. Estudo microbiologico. Método turbidimétrico. Métodos
analiticos. Sinergia.



ABSTRACT

Daptomycin is the first approved member from a new class of antimicrobial agents, the cyclic
lipopeptides, and presents selective action against Gram-positive bacteria, including
methicillin and vancomycin resistant strains. This antimicrobial agent is commercially
distributed in Iyophilized powder as Cubicin™. Since daptomycin is a new drug in the
market, there are few studies in the literature regarding the development of analytical
methodologies and stability studies applied to this cyclic lipopeptide. In this way, researches
in this area are essential and highly relevant to optimize the analysis of this drug in the
industry and ensure the quality of the marketed product. This work developed and validated
analytical methods for qualitative and quantitative analysis of daptomycin in pharmaceutical
formulation and its stability and microbiological studies. Regarding the qualitative analysis,
the physical characteristics and melting point of daptomycin were studied. The following
qualitative methods were also performed: thin layer chromatography, spectrophotometry in
ultraviolet (UV) region, high performance liquid chromatography (HPLC), capillary
eletrophoresis (CE) and spectrophotometry in medium infrared (IR) region, which allowed the
daptomycin identification. For the quantitative analysis, the following methods were
developed and validated: spectrophotometry in the UV region, microbiological method by
turbidimetric assay, HPLC, CE and spectrophotometry in medium infrared (IR) region. The
UV spectrophotometric method was developed in a wavelength of 221 nm, with concentration
linear range from 6.0 to 21.0 pg/mL, using the water as solvent. The microbiological method
employed Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 2082 as the microorganism-test, and
presented a concentration linear range from 8.0 to 18.0 pg/mL. The HPLC method used
detection wavelength of 221 nm and mobile phase consisted of water and ethanol (45:55, v/v)
with the pH adjusted to 4.5 with glacial acetic acid, obtaining a retention time of 5.7 minutes.
This method also showed its stability-indicating ability. The evaluated linear range was from
20.0 to 70.0 pg/mL. The CE method was performed at 200 nm with an eletrolite consisting of
potassium phosphate buffer solution (15 mM), pH 7.0, yielding an average migration time of
1.7 minutes and ability to separate degradation products. The IR spectrophotometry was
carried out in the spectral range from 1700 to 1600 cm™. The linear range was from 0.2 to 0.6
mg/150 mg. The developed methods stand out for not using organic solvents in their analysis,
fitting the parameters of Green Chemistry. Stability studies of daptomycin in lyophilized
powder and in the pure form were conducted. The pharmaceutical product showed to be stable
under the accelerated (25 °C £+ 2 °C/ UR 60% + 5%) and long term (5 °C + 3 °C) studied
conditions. On the other hand, daptomycin in pure form proved to be unstable in alkaline,
acidic and oxidative conditions. Microbiological studies of daptomycin were also performed
and daptomycin showed to be very active against strains of methicillin-resistant S. aureus, S.
pneumoniae, and vancomycin-resistant enterococci. However, 15% of tested S. aureus strains
(sensitive to methicillin) showed to be resistant. Regarding the synergy studies, combinations
of daptomycin + LP9666 and daptomycin + NCL 195 are promising and deserve further
studies in this regard. The studies conducted in this work will contribute to assess the quality,
safety and therapeutic efficacy of daptomycin in lyophilized powder, in addition to expanding
the scientific knowledge related to this antimicrobial agent.

Keywords: Analytical methods. Capillary electrophoresis. Daptomycin. HPLC,
Microbiological study. Quality control. Spectrophotometry. Stability. Synergy.
Turbidimetric assay.
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1. INTRODUCAO

O advento da resisténcia a antimicrobianos emergiu como uma crise de proporgao
global no decorrer das Gltimas décadas. Micro-organismos resistentes a um grande nimero de
antimicrobianos clinicamente aprovados sdo cada vez mais comuns e estdo se espalhando com
facilidade entre os continentes. Este fendmeno representa uma ameaga a saude publica, ja que
limita as opgOes para o tratamento das infecgdes microbianas (SILVEIRA et al., 2006;
WRIGHT, 2011). Ao lado disso, existem poucos novos agentes antimicrobianos surgindo no
mercado (WRIGHT, 2011; PIDDOCK, 2011; BLAIR et al., 2015). Desta maneira, 0
desenvolvimento de novos farmacos, com a capacidade de contornar esses mecanismos de
resisténcia, representa importante avanco na prética clinica.

Como estratégia no combate aos micro-organismos resistentes, o desenvolvimento de
farmacos com novos mecanismos de acdo encontra-se em evidéncia. Neste contexto, destaca-
se uma nova classe de antimicrobianos, a dos lipopeptideos ciclicos, a qual possui a
daptomicina como primeiro membro aprovado, farmaco que possui mecanismo de acao
distinto de todos os outros antimicrobianos existentes no mercado (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010).

Considerando que a resisténcia a daptomicina ndo € muito comum, este farmaco € uma
das promessas para 0 combate a bactérias Gram-positivas resistentes a meticilina e a
vancomicina (SILVEIRA et al.,, 2006; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).
Apresenta atividade contra estreptococos beta-hemoliticos, Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA) e enterococos resistentes a vancomicina (VRE) (SILVERMAN;
PERLMUTTER; SHAPIRO, 2003). Também exibe atividade contra Staphylococcus aureus
resistente & vancomicina (VRSA) (BUBALO et al., 2008). E indicado para o tratamento de
infeccbes de pele e tecidos moles, assim como para infeccbes da corrente sanguinea
(septicemia) causadas por Staphylococcus aureus, incluindo aquelas associadas a endocardite
infecciosa do lado direito (MERCK, 2016a). Na literatura também encontra-se relato do uso
deste antimicrobiano, com sucesso, no tratamento de pielonefrite associada a VRE (SHEA et
al., 2008).

Desde sua criacdo, em 1948, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) tem se
preocupado com a qualidade de produtos farmacéuticos. Esta organizagéo acredita que sem a

garantia de que os medicamentos comercializados atendam a padrdes aceitaveis de qualidade,
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eficcia e seguranca, todos os servigos de salde podem ser comprometidos. Isto, aliado ao
fato de que todo governo destina uma parte substancial do seu orcamento na area da saude
para 0s medicamentos, faz com que a OMS defenda que um sistema confiavel de controle de
qualidade de medicamentos seja trazido ao alcance de todos os paises (WHO, 2007).

Para garantir a qualidade dos medicamentos comercializados, ¢ de fundamental
importancia que o Controle de Qualidade conte com métodos analiticos eficazes e totalmente
confiaveis. Assim, a necessidade de se comprovar também a qualidade dos métodos analiticos
utilizados durante e depois da fabricacdo dos medicamentos tornou-se indispensavel. Para
isso, a etapa de validagdo de métodos analiticos é essencial, pois apresenta impacto direto
sobre a qualidade dos dados analiticos gerados (LA ROCA et al., 2007). Esta etapa garante
gue um novo método analitico gere informacGes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra
(RIBANI et al., 2004).

Ao lado da preocupacdo com a qualidade dos dados analiticos, também ha a
preocupacdo com 0s impactos que as atividades das indistrias podem causar sobre o meio
ambiente. Cada vez mais, estas empresas buscam alternativas ambientalmente favoraveis em
relacdo aos processos que seguem em sua rotina, adotando uma postura de reducéo, prevencao
ou eliminacdo dos seus residuos de processo. Para isso, existem algumas medidas que podem
ser tomadas, entre elas, a substituicdo de técnicas analiticas que empreguem solventes
organicos por outras que ndo os utilizem ou que minimizem seu uso (NOLASCO;
TAVARES; BENDASSOLLI, 2006).

Avaliando todos estes fatos, um dos objetivos deste trabalho foi o desenvolvimento de
métodos analiticos para a analise da daptomicina na forma farmacéutica de po liofilizado para
solucdo injetavel, levando em consideragdo a minimizacdo do uso de solventes organicos e a
busca por métodos econdmicos, praticos e seguros para 0s operadores. Esta etapa do trabalho
contribui para a garantia da seguranca e eficicia terapéutica deste medicamento
comercializado no mercado.

Outra questdo importante é a estabilidade dos medicamentos disponiveis para a pratica
clinica. Estabilidade pode ser definida como o tempo durante o qual o produto farmacéutico
mantém dentro dos limites especificados e durante todo o periodo de estocagem e uso, as
mesmas condicdes e caracteristicas que possuia no momento de sua fabricacdo (SILVA et al.,
2009). E bem conhecido o fato de que farmacos podem sofrer degradacgo fisica e quimica

durante o armazenamento, e isto torna os estudos de estabilidade extremamente importantes.
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Assim, outro objetivo do trabalho foi a realizacdo de estudos de estabilidade da daptomicina,
o0s quais incluiram estudos de degradacéo forcada, acelerado e de longa duragéo.

Embora a daptomicina venha apresentando sucesso no tratamento de infeccdes
causadas por bactérias Gram-positivas, alguns relatos de resisténcia a este farmaco tém
surgido nos ultimos anos (KELLEY et al., 2011; GASCH et al., 2014). Por esta razdo, a
ultima etapa deste trabalho teve como objetivo a realizagdo de um estudo microbiolégico
deste antimicrobiano, o qual foi dividido em duas partes: na primeira, a sensibilidade de
algumas bactérias Gram-positivas foi testada em relacdo a daptomicina; na segunda, estudos
preliminares foram conduzidos, a fim de verificar a sinergia entre a daptomicina e outros
agentes antimicrobianos que séo objetos de estudo do grupo de pesquisa onde esta etapa do
trabalho foi realizada, na University of South Australia (Adelaide, SA, Australia). Estudos de
sinergia sdo muito importantes, tanto para aumentar o espectro de atividade de um
antimicrobiano quanto para reduzir o desenvolvimento de resisténcia, que é o grande desafio
da atualidade.

Parte dos estudos de estabilidade e microbiol6gico da daptomicina foram conduzidos
durante estdgio de pesquisa na University of South Australia (UniSA) (Adelaide, SA,
Australia). Estes estudos foram fundamentais para gerar novos conhecimentos a respeito deste

importante antimicrobiano e podem servir como base para novas pesquisas nesta area.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

O presente trabalho tem como objetivos gerais o desenvolvimento e validacdo de
métodos analiticos para determinacdo qualitativa e quantitativa de daptomicina em po
liofilizado para solucdo injetavel, assim como a realizacdo de estudo de estabilidade e
microbioldgico deste antimicrobiano.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar anélises qualitativas da amostra de daptomicina em po liofilizado para
solucdo injetavel através dos métodos tradicionais de controle de qualidade:
caracteristicas fisicas; faixa de fusdo; espectrofotometria nas regiées do ultravioleta
(UV) e infravermelho (IR); cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
eletroforese capilar.

e Desenvolver e validar métodos analiticos ambientalmente favordveis para andlise
quantitativa da daptomicina em po liofilizado para solucdo injetavel, empregando a
espectrofotometria nas regides do UV e IR médio, o ensaio microbiologico pelo
método turbidimétrico, a CLAE com deteccdo UV (CLAE-UV) e a eletroforese
capilar.

e Comparar estatisticamente os métodos propostos.

e Realizar estudo de degradacédo forcada da daptomicina.

e Realizar estudos de estabilidade acelerado e de longa duracdo da amostra de
daptomicina.

e Verificar a sensibilidade de quatro bactérias (Staphylococcus aureus, MRSA,
Streptococcus pneumoniae e VRE) em relacdo a daptomicina.

e Realizar estudo preliminar para avaliar a sinergia entre a daptomicina e outros agentes
antimicrobianos (LP9666, NCL 195 e NCL 219).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Lipopeptideos ciclicos

O surgimento continuo e a disseminacdo mundial de bactérias patogénicas humanas
multirresistentes, principalmente em ambientes hospitalares, requerem esquemas terapéuticos
cada vez mais eficientes e, além disso, o desenvolvimento de novos compostos
antimicrobianos, capazes de contornar estes mecanismos de resisténcia (SCHNEIDER et al.,
2014). No entanto, esta ndo é a realidade. Existem poucos agentes antimicrobianos novos
surgindo no mercado e este fato pode ser devido a inimeras razdes, entre elas o alto custo
para se colocar uma nova molécula em um mercado altamente competitivo e a dificuldade
inerente de identificar novos alvos para antibi6ticos. Desta forma, é cada vez mais comum o
surgimento de agentes infecciosos que j& ndo respondem aos antimicrobianos de primeira
linha (PIRRI et al., 2009; WRIGHT, 2011).

Como estratégia no combate aos micro-organismos resistentes, o desenvolvimento de
farmacos com novos mecanismos de a¢do encontra-se em evidéncia. Neste contexto, destaca-
se uma classe de antimicrobianos recentemente introduzida no mercado, a dos lipopeptideos
ciclicos, a qual possui a daptomicina como primeiro e unico membro aprovado, farmaco que
possui mecanismo de acdo distinto de todos os outros antimicrobianos (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2010; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012). Trata-se de uma
classe promissora, descoberta nos anos 1980, com potente atividade antibacteriana (PIRRI et
al., 2009; SCHNEIDER et al., 2014).

A classe dos lipopeptideos ciclicos é constituida por moléculas anfifilicas, compostas
por uma cauda de acido graxo unida a um oligopeptideo que forma uma estrutura anelar
macrociclica (SCHNEIDER et al., 2014). Além da daptomicina, existem outros farmacos
desta classe que estdo em fase de desenvolvimento, tais como a surotomicina, pelo laboratério
farmacéutico Merck e a lotilibcina, pelo laboratério farmacéutico Green Cross, da Coreia do
Sul (MENDES; ANTUNES, 2013). A Tabela 1 apresenta os representantes da classe dos

lipopeptideos ciclicos com suas respectivas estruturas quimicas.
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Tabela 1- Antimicrobianos lipopeptideos ciclicos

Antimicrobiano
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A surotomicina, inicialmente designada CB-183,315, é um antimicrobiano para uso

oral, estruturalmente relacionado a daptomicina, tratando-se de um derivado semissintético
(BUTLER; BLASKOVICH; COOPER, 2013). Apresenta a mesma sequéncia de peptideos
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que a daptomicina, no entanto, possui um anel aromatico contendo uma cauda lipidica
insaturada (Tabela 1). Atualmente este fArmaco encontra-se em Fase 3 de desenvolvimento
clinico para o seu uso contra a diarreia associada a Clostridium difficile (MASCIO et al.,
2012; GARCIA-SANCHEZ et al., 2012; MERCK, 2016b). Apresenta eficiente atividade
bactericida contra uma gama de cepas de C. difficile, incluindo a cepa altamente virulenta
NAPL1. Além disso, apresenta absorcdo sistémica insignificante e baixo impacto sobre
bactérias que fazem parte da microbiota intestinal (BUTLER; BLASKOVICH; COOPER,
2013).

A lotilibcina, inicialmente designada WAP-8294A,, € um antimicrobiano em Fase 1
de desenvolvimento para o tratamento de infecgbes causadas por Staphylococcus aureus. E
obtida a partir da bactéria Gram-negativa Lisobacter sp., que produz um complexo que
contém pelo menos 20 componentes, sendo que o principal deles por apresentar maior
atividade antibacteriana € o WAP-8294A;, a lotilibcina (KATO et al., 2011). Estudos
apontam que este antimicrobiano apresenta maior atividade in vitro contra MRSA que a
vancomicina (KATO et al., 1997). Também apresenta atividade frente a VRE (SCHNEIDER
et al., 2014). Estruturalmente, é um depsipeptideo ciclico contendo 12 residuos de

aminoacidos e um residuo de acido graxo (Tabela 1) (KATO et al., 2011).
3.2. Daptomicina
3.2.1. Considerac0es gerais € histdricas

A daptomicina foi descoberta e desenvolvida inicialmente por cientistas da industria
farmacéutica Eli Lilly e foi designada como LY 146032, no inicio dos anos 1980 (PIRRI et al.,
2009). Durante estudos iniciais, este farmaco se mostrou promissor como um antibiético para
tratar infeccBes causadas por bactérias Gram-positivas. No entanto, quando os cientistas da
Eli Lilly administraram em individuos quantidades de daptomicina necessarias para tratar
infeccdes graves, eles encontraram niveis inaceitaveis de toxicidade ao muasculo esquelético e
assim descontinuaram as suas pesquisas (EISENSTEIN; OLESON Jr.; BALTZ, 2010).

Em 1997, o laboratorio farmacéutico Cubist licenciou os direitos mundiais para a
daptomicina do laboratério que inicialmente a descobriu. O plano inicial era o
desenvolvimento de um medicamento para administragdo topica ou oral, para assim evitar a

toxicidade descoberta anos antes, ja que a absorcdo por estas vias era baixa e isso limitaria a
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exposicdo sistémica ao farmaco. No entanto, estudos realizados por cientistas da Cubist
revelaram que se uma dose mais elevada da daptomicina fosse administrada uma vez por dia,
a toxicidade seria minimizada. Esta descoberta levou a Cubist a desenvolver o medicamento
para infeccBes graves (EISENSTEIN; OLESON Jr.; BALTZ, 2010).

O uso clinico da daptomicina para o tratamento de infec¢fes causadas por bactérias
Gram-positivas, no entanto, sé foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em
setembro de 2003, nos Estados Unidos (LOPES, 2008; PIRRI et al., 2009). Dois anos mais
tarde, em 2005, o uso da daptomicina foi aprovado pelo European Medicines Agency (EMA),
na Europa (SADER et al., 2014). No ano de 2008 foi introduzida no mercado brasileiro
(LOPES, 2008). Em 2014, o laboratério farmacéutico Merck comprou a Cubist
Pharmaceuticals, ganhando acesso a este antibidtico.

O nome comercial da daptomicina é Cubicin®, o qual é comercializado na Alemanha,
Argentina, Australia, Austria, Brasil, Chile, Colémbia, Croacia, Dinamarca, Eslovénia,
Espanha, Finlandia, Franca, Grécia, Irlanda, Itdlia, Litu&nia, Nova Zelandia, Noruega,
Polbnia, Portugal, Reino Unido, Republica Tcheca, Suécia, Suica e Turquia pelo laboratorio
farmacéutico Novartis. No Canada é comercializada pelas inddstrias farmacéuticas Oryx e
Sepracor, enquanto na China, em Cingapura, na Malésia, na Tailandia e nas Filipinas é
comercializado pela AstraZeneca. Em Taiwan é comercializado pelos laboratérios Cardinal
Health e TTY Biopharm. Em Luxemburgo, na Holanda e na Letdnia, o Cubicin® é
comercializado pelo laboratério Chiron. No Vietnam €é comercializado pela companhia
farmacéutica Hospira. Em Israel e nos Estados Unidos, é comercializado pelo laboratério
farmacéutico Merck. No México, a daptomicina é comercializada como Cubicine® pelo
laboratério farmacéutico Novartis (SWEETMAN, 2011; CUBICIN, 2015). O produto €
vendido na apresentacdo de cartucho com 1 ou 5 frascos-ampola contendo 500 mg de
daptomicina/frasco, na forma farmacéutica de poé liofilizado para solucao injetavel (MERCK,
2016a).

A daptomicina é um produto natural, isolado do fungo Streptomyces roseosporus, que
possui elevada atividade sobre bactérias resistentes, tais como MRSA, VRE e VRSA
(SILVERMAN; PERLMUTTER; SHAPIRO, 2003; BUBALO et al., 2009; LOPES, 2008).
Considerando que a resisténcia a daptomicina ndo é muito comum, este farmaco € uma das
promessas para 0 combate a bactérias Gram-positivas resistentes a meticilina e a vancomicina
(SILVEIRA et al., 2006; BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).
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3.2.2. Estrutura quimica

Quimicamente, a daptomicina (Figura 1) é conhecida como N-decanoil-L-triptofil-L-
asparaginil-L-aspartil-L-treonilglicil-L-ornitil-L-aspartil-D-alanil-L-aspartilglicil-D-seril-treo-
3-metil-L-glutamil-3-antraniloil-L-alanina  1.13-3.4-lactona. A formula empirica ¢€
C72H101N17026, com alto peso molecular, de 1620,7 g/mol (SWEETMAN, 2011).

Figura 1- Estrutura quimica da daptomicina (CAS 103060-53-3).
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Fonte: STEENBERGEN et al., 2005

A molécula da daptomicina é composta por 13 residuos de aminoacidos, 0s quais
incluem trés D-aminoacidos (D-aspargina, D-alanina e D-serina), trés aminoacidos incomuns
(ornitina, &cido [2S,3R]-3-metilglutdmico e quinurenina) e um &cido graxo n-decanoil, como
cadeia terminal. Além disso, possui quatro residuos acidos (trés residuos de acido aspartico e
um de &cido 3-metil-glutamico) e um residuo bésico (ornitina), resultando em uma carga
molecular total de -3 em pH neutro. O peptideo é ciclico por uma ligacdo éster que une 0s
aminoéacidos treonina e quinurenina (JUNG et al., 2004).

A carga molecular total de -3 e a natureza acida da molécula de daptomicina em pH
neutro sao fatores que contam para sua alta solubilidade em agua. Por outro lado, a sua cauda
lipofilica e aminoacidos hidrofébicos contribuem para o carater anfifilico deste peptideo.
Como resultado, a daptomicina se agrega em estruturas oligoméricas em solucdo aquosa

quando ions calcio estdo presentes no meio. A presenca de ions calcio em niveis fisiologicos
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(1,25 mM) é um pré-requisito para a atividade antibacteriana da daptomicina (ELIOPOULOS
etal., 1986; SCHNEIDER et al., 2014).

A molécula de daptomicina possui seis grupos ionizaveis em uma faixa de pH entre 0-
14, os quais incluem quatro cadeias laterais de acidos carboxilicos e duas aminas. Um dos
grupos de &cidos carboxilicos (&cido [2S,3R]-3-metilglutdmico) possui valor de constante de
dissociacdo (pKa) de 3,0, enquanto os outros trés grupos (acidos asparticos) apresentam
valores de pKa iguais, de 5,3 (23°C). O valor de pKa da amina aromatica (quinurenina) é 0,8,
enquanto o da amina alifatica (ornitina) ¢ 10,0 (25°C). Além disso, a daptomicina possui dois

grupos fluoréforos, o triptofano e a quinurenina (MUANGSIRI et al., 2005).
3.2.3. Mecanismo de agao

O mecanismo de acdo da daptomicina, embora ainda ndo esteja completamente
elucidado, é dependente da presenca de niveis fisiologicos de ions calcio e baseia-se na
insercdo da daptomicina na membrana citoplasmatica bacteriana, com posterior vazamento de
ions intracelulares (principalmente ions potassio), resultando em despolarizacdo, perda do
potencial de membrana e a consequente inibicdo da sintese de proteinas, RNA e DNA (JUNG
et al., 2004; HANCOCK, 2005).

A presenca de ions célcio é fundamental para a atividade bactericida da daptomicina,
ja que atuam em dois momentos fundamentais do mecanismo de acdo deste antimicrobiano
(Figura 2). Em um primeiro momento, favorecem uma alteracdo conformacional da molécula
de daptomicina, que é globalmente polar, aumentando sua anfifilicidade, ja que reinem os
aminoéacidos carregados em um lado da molécula e expdem sua cauda lipofilica do outro lado.
Em um segundo momento, 0s ions célcio favorecem a oligomerizacdo da daptomicina em
estruturas micelares que, na presenca de membranas carregadas negativamente, passam por
uma transicdo estrutural que permite a interacdo das caudas lipofilicas da molécula com a
membrana celular bacteriana. Apos a inser¢do da estrutura micelar na membrana, ha outra
alteracdo conformacional, formando uma curvatura na membrana, a qual vai permitir o escape
de ions intracelulares, inclusive potéssio, resultando em perda do potencial de membrana e um
rapido efeito bactericida. Vale lembrar que a daptomicina é ativa apenas contra bactérias
Gram-positivas, considerando que ndo é capaz de atravessar a membrana externa das Gram-
negativas (BAMBEKE et al., 2008).
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Figura 2- Mecanismo de acéo da daptomicina. (1) Alteragdo conformacional da molécula de
daptomicina, mediada por ions célcio, aumentando sua anfifilicidade. (2) Oligomerizacdo da
daptomicina em estruturas micelares, com auxilio de ions célcio. (3) Insercdo desta estrutura
na membrana celular bacteriana. (4) Alteracdo conformacional, formando uma curvatura na

membrana, o que induz o efluxo de ions intracelulares e morte bacteriana.

o *# Daptomicina
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Fonte: adaptacdo de BAMBEKE et al., 2008

3.2.4. Resisténcia bacteriana

Nos ultimos anos, a daptomicina vem sendo cada vez mais usada na pratica clinica,
principalmente nos Estados Unidos. Relatos de resisténcia a este antimicrobiano ndo séo
muito comuns, embora tenham surgido nos ultimos anos. A daptomicina permanece muito
ativa contra cepas de estafilococos e estreptococos (SADER et al., 2014). No entanto, o
mecanismo pelo qual algumas bactérias podem se tornar resistentes a daptomicina ainda nao
estd completamente elucidado (HAYDEN et al., 2005; CAFISO et al., 2014). Existem
hip6teses de que este mecanismo possa estar relacionado a mutagdes genéticas, mudancas da
fluidez de membranas, espessamento de parede celular bacteriana e alteracGes na carga de
membranas (SADER et al., 2014).

MutacBes genéticas em pontos Unicos do gene mprF, conhecido como
lisilfosfatidilglicerol sintetase, que regula alteracdes na membrana celular, sdo frequentemente
encontradas em cepas resistentes a daptomicina (FRIEDMAN; ALDER; SILVERMAN,
2006).

O espessamento da parede celular bacteriana é uma caracteristica comum em cepas de
Staphylococcus aureus resistentes a daptomicina. No entanto, 0 mecanismo que leva a este

fenotipo permanece desconhecido. Em trabalho concretizado por Bertsche e colaboradores
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(2011), foram analisadas cepas de S. aureus resistentes a daptomicina quanto a composicao da
sua parede celular e algumas observagdes foram realizadas: o grau de ligagdes cruzadas e de
precursores de peptidoglicano € 0 mesmo em bactérias suscetiveis e ndo-suscetiveis; no
entanto, notou-se que as bactérias ndo-suscetiveis apresentaram menor concentracdo de
peptidoglicano O-acetilado e sintetizaram significantemente mais acido teicoico. Também
notou-se um aumento na expressao dos genes tagA e dItA e um aumento na carga superficial
positiva, fatores que podem estar envolvidos na ocorréncia do fenoétipo citado.

Outro estudo, realizado por Mishira e colaboradores (2012), sugeriu que 0s MRSA
ndo-suscetiveis a daptomicina podem ter sido influenciados por exposi¢do anterior aos
peptideos enddgenos de defesa do hospedeiro antes da exposicao a daptomicina.

Outros tipos de patdgenos recentemente relatados sao os enterococos ndo-suscetiveis a
daptomicina (DNSE). Um dado interessante é que muitos pacientes acometidos por DNSE
nunca foram tratados previamente com daptomicina. Trabalho realizado por Kelesidis (2012)
mostra que um dos possiveis mecanismos para isso seria o transporte de genes de resisténcia a
daptomicina de animais para humanos, através da cadeia alimentar. O uso de antibidticos para
promover o crescimento de animais pode estar acelerando o surgimento de cepas resistentes a
antibioticos, tais como as DNSE. Assim, estas bactérias, quando presentes em alimentos de
origem animal consumidos pelo homem, colonizariam o trato gastrintestinal humano e depois
transmitiriam seus genes de resisténcia a daptomicina através de plasmideos para 0s
enterococos pertencentes a microbiota intestinal, tornando o individuo resistente a este
lipopeptideo ciclico. O que reforca esta teoria € um estudo realizado por Zhang e
colaboradores (2010), no qual analisaram carne bovina e encontraram uma ocorréncia de
contaminacgdo por enterococos maior que 62%, entre os quais mais que 20% eram resistentes a
daptomicina.

Estudos revelam que exposicdo prévia e resisténcia a vancomicina podem ser fatores
relacionados com o aumento da resisténcia de micro-organismos a daptomicina, sugerindo
uma possivel resisténcia cruzada (SAKOULAS et al., 2006).

Como mencionado anteriormente, existem alguns relatos na literatura de resisténcia a
daptomicina, partindo de diversas bactérias, tais como: Staphylococcus aureus, MRSA,
Enterococcus durans, E. faecalis, E. faecalis resistente a vancomicina, E. faecium e S. aureus
com resisténcia intermediaria a vancomicina (VISA) (MUNOZ-PRICE; LOLANS; QUINN,
2005; SABOL et al., 2005; FOWLER et al., 2006; GREEN et al., 2006; SKIEST, 2006;
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HIDRON et al., 2008; MALLI et al., 2008; SHARMA et al., 2008; MOHR et al., 2009;
KELEY etal., 2011; SADER; JONES, 2012; GASCH et al., 2014).

No entanto, apesar de relatos de resisténcia a daptomicina terem surgido nos ultimos
anos, 0s casos de sucesso do seu uso no combate a bactérias Gram-positivas resistentes a
meticilina e & vancomicina ainda predominam e este farmaco continua sendo uma promessa
no combate a micro-organismos resistentes (COTTAGNOUD et al., 2004; FLUIT et al.,
2004; STREIT; JONES; SADER, 2004; STREIT et al., 2005; DIEDEREN et al., 2006;
SADER et al., 2006; SILVEIRA et al., 2006; SADER et al., 2007; JORGEN; MERCKOLL;
MELBY, 2007; ANASTASIOU et al., 2008; DHAWAN; GADEPALLI; KAPIL, 2009;
MENDES et al., 2009; MURILLO et al., 2009; SADER; MOET; JONES, 2009a; SADER,;
MOET; JONES, 2009b; TRACZEWSKI et al., 2009; BELL et al., 2010; ENTENZA et al.,
2010; KING et al., 2011; PICAZO et al.,, 2011; POEPPL et al., 2011; BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMAN, 2012; EDEN et al., 2012; CHITNIS et al., 2013; LUCHTING et
al., 2013; SADER et al., 2014; GUPTA et al., 2015).

3.2.5. Farmacocinética

A farmacocinética da daptomicina é geralmente linear (proporcional a dose), sendo
recomendada para uso por via intravenosa, por infusdo lenta (30 minutos), em dose Unica
diaria de 4 mg/kg para infeccbes de pele e partes moles e de 6 mg/kg para bacteremia
(LOPES, 2008; SWEETMAN, 2011; KULLAR et al., 2011). A meia-vida seérica deste
farmaco é de 8-9 horas e cerca de 80% da dose administrada € recuperada na urina, sendo que
uma pequena quantidade é excretada nas fezes (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN,
2012). Atinge a concentracdo plasméatica maxima dentro de 30-48 minutos e possui baixo
volume de distribuicdo (0,1 L/kg), o qual se limita ao sangue, fluidos intersticiais e tecidos
altamente vascularizados (LOPES, 2008; SWEETMAN, 2011). A daptomicina apresenta uma
alta taxa de ligacdo as proteinas plasmaticas, de 90-93%, o que pode explicar o seu baixo
volume de distribuicdo (ESTES; DERENDOREF, 2010).

Estudo realizado por Abdel-Rahman e colaboradores (2008) avaliou a farmacocinética
de uma dose unica de daptomicina em criancas e adolescentes, de 2 a 17 anos, com suspeita
ou diagndstico de infecgbes causadas por bactérias Gram-positivas. Os autores verificaram
que a exposicao sistémica ao antimicrobiano diminuiu com a reducdo da idade, 0 que mostra

que quanto mais jovem é o individuo, mais rapido ocorre a depuragédo deste farmaco em seu
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organismo. A meia-vida sérica da daptomicina foi em media 6,7 horas em adolescentes, 5,6
horas em criangas de 7 a 11 anos de idade e 5,3 horas em criangas menores que 6 anos. Em
outro estudo, Dvorchik e Damphousse (2004) observaram que a exposicdo sistémica a
daptomicina foi 58% mais elevada em individuos idosos (> 75 anos de idade) em comparacgéo
com individuos mais jovens (18 a 30 anos de idade).

A daptomicina ndo é absorvida de maneira significativa ap6s administracdo oral
(LOPES, 2008; SWEETMAN, 2011). Outro estudo também mostrou que este antimicrobiano
é inibido pelos surfactantes pulmonares, o que inviabiliza seu uso por esta via (SILVERMAN
etal., 2004).

3.2.6. Espectro de acédo e uso clinico

A daptomicina é um antimicrobiano ativo seletivamente contra bactérias Gram-
positivas aerdbicas, facultativas e anaerébicas (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN,
2012). Apresenta atividade contra estreptococos beta-hemoliticos, Staphylococcus aureus
resistente & meticilina e enterococos resistentes a vancomicina (SILVERMAN;
PERLMUTTER; SHAPIRO, 2003). Também exibe atividade contra Staphylococcus aureus
resistente a vancomicina (BUBALO et al., 2008).

Segundo o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), a
concentracdo inibitéria minima (CIM) de daptomicina para cepas suscetiveis de
Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. dos grupos A, B, C e G é de < 1 pg/mL, sendo
consideradas resistentes quando apresentarem valores de CIM superiores a este, embora esta
ocorréncia seja rara. O mesmo comité alega nao ter evidéncias suficientes para afirmar que
Enterococcus sp. € um bom alvo para terapia com este antimicrobiano (EUCAST, 2014).
Segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), o valor de CIM para cepas
suscetiveis de Enterococcus sp. é de < 4 pg/mL, sendo que valores maiores que este Sdo
atribuidos a cepas resistentes (CLSI, 2012).

A daptomicina foi inicialmente aprovada nos Estados Unidos em 2003 e na Europa em
2005 para o tratamento de infeccbes agudas de pele e tecidos moles causadas por bactérias
Gram-positivas suscetiveis, utilizando uma dose de 4 mg/kg, a cada 24 horas. Nos anos de
2006 (Estados Unidos) e 2007 (Europa), a daptomicina recebeu aprovagao adicional para o
tratamento de endocardite infecciosa do lado direito e infecgdes da corrente sanguinea

(septicemia), causadas por Staphylococcus aureus, esta ultima quando associada a endocardite
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infecciosa do lado direito ou infecc¢des de pele ou tecidos moles, com uma dose de 6 mg/kg a
cada 24 horas (SADER et al., 2014).

Estudo realizado por Gould, Mir6 e Rybak (2013) sugere a utilizacdo de doses mais
elevadas de daptomicina (8-10 mg/kg) e combinacBes com outros antimicrobianos para alguns
casos de infeccdes dificeis de serem tratadas, tais como bacteremia complicada ou persistente
causada por MRSA, endocardite infecciosa de valvula nativa causada por MRSA, bacteremia
complicada causada por enterococos, endocardite infecciosa, entre outros.

Shea e colaboradores (2008) também relataram o uso da daptomicina, com sucesso, no
tratamento de pielonefrite associada a VRE em uma mulher com 27 semanas de gravidez. Nao
foram observadas anormalidades neonatais.

Seaton e colaboradores (2013) avaliaram o uso da daptomicina no tratamento de
osteomielite, que é um complexo e heterogéneo grupo de infeccBes que requerem
intervencdes cirargicas e antimicrobianas. Os autores obtiveram taxa de 75% de sucesso
clinico em um grupo de 220 pacientes tratados com este antimicrobiano. Além disso, segundo
0s autores, a daptomicina foi muito bem tolerada pelos pacientes. Neste estudo, 0s patégenos
que foram isolados com maior frequéncia foram Staphylococcus aureus (33%) e

Staphylococcus coagulase positiva (32%).
3.2.7. Reag0es adversas

Normalmente, a daptomicina é bem tolerada pelos pacientes quando administrada nas
doses recomendadas e também em doses mais elevadas (GOULD; MIRO; RYBAK, 2013;
SEATON et al., 2013). A principal toxicidade causada pela daptomicina é lesdo do musculo
esquelético, a qual era mais comum em esquemas terapéuticos baseados em duas doses diarias
do antimicrobiano. Este efeito adverso foi minimizado consideravelmente com o0 uso de uma
unica dose diaria do farmaco (EISENSTEIN; OLESON Jr.; BALTZ, 2010; ESTES;
DERENDORF, 2010).

Uma reacdo adversa comum decorrente do uso de daptomicina é a elevagdo dos niveis
séricos de creatinofosfoquinase (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012). Estudo
realizado por Kaya e colaboradores (2013) avaliou o uso da daptomicina no tratamento de
pacientes com endocardite infecciosa. Nenhuma reacdo adversa significativa foi observada,

sendo que as mais frequentes foram aumentos minimos dos niveis de creatinofosfoquinase
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(CPK) séricos durante o tratamento, 0s quais voltaram ao normal apds cessar 0 uso do
antimicrobiano (KAYA et al., 2013).

Algumas ocorréncias de reacdes adversas mais graves foram relatadas, como é o caso
de pneumonia eosinofilica aguda decorrente do uso da daptomicina (MILLER et al., 2010) e
trombocitopenia imune (GREGOIRE et al., 2012).

3.2.8. Interagdes medicamentosas

Oleson, Berman e Li (2004) avaliaram o potencial da daptomicina em causar
interacdes medicamentosas por meio de inibicdo ou inducdo do citocromo hepéatico Paso,
chegando a conclusdo que a daptomicina ndo afeta 0 metabolismo de farmacos metabolizados
por esta enzima, ndo causando, portanto, interacdo por esta via. Isto ocorre porque a
daptomicina é excretada intacta na urina, ndo sofrendo qualquer metaboliza¢do hepatica ou
interacdo com o citocromo Passo. Por outro lado, recomenda-se precaugdo ao administrar este
lipopeptideo ciclico com aminoglicosideos ou estatinas, devido a possiveis riscos de
nefrotoxicidade e miopatia, respectivamente (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMAN, 2012).

3.2.9. Combinacao da daptomicina com outros antimicrobianos

Tendo em vista a crescente emergéncia de bactérias multirresistentes nos ultimos anos,
a necessidade de alternativas terapéuticas mais eficazes encontra-se em evidéncia. Neste
contexto, a combinacdo de diferentes antimicrobianos se destaca. Este tipo de terapia é
amplamente usado na pratica clinica para aumentar o espectro de atividade antimicrobiana e
reduzir o desenvolvimento de resisténcia.

Na literatura, alguns estudos de sinergia entre a daptomicina e outros agentes
antimicrobianos foram realizados. Rand e Rouck (2004a) estudaram a sinergia entre a
daptomicina e alguns B-lactdmicos no tratamento de infec¢bes causadas por MRSA. Os
pesquisadores concluiram que esta combinacdo de antimicrobianos é Gtil, mas um estudo mais
aprofundado € necessario para uma conclusdo mais segura. Os mesmos autores, em outro
trabalho publicado no ano de 2004, observaram sinergia entre combinacgdes de daptomicina
tanto com rifampicina quanto com ampicilina no tratamento de infeccdes causadas por VRE
(RAND; HOUCK, 2004b).

El-Shemi e Faidah (2011) realizaram um estudo in vivo em ratos para avaliar a

sinergia entre a daptomicina e o acido fusidico para o tratamento de infeccdo causada por
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estreptococos do grupo B. Os autores observaram sinergia entre eles, ja que esta combinacao
protegeu completamente os animais da infeccéo.

Leonard e Rolek (2013) estudaram a sinergia entre a daptomicina e a nafcilina em
infeccdes causadas por VISA e observaram sinergia entre estes antimicrobianos.

Portanto, a terapia poliantibidtica é uma forte aliada para o tratamento de doencas
causadas por bactérias multirresistentes e mais estudos nesta area sdo essenciais para se

buscar alternativas terapéuticas mais eficazes no combate a estas bactérias.
3.2.10. Métodos analiticos e estudos de estabilidade descritos para a daptomicina

Na literatura existem poucos trabalhos publicados que apresentam o desenvolvimento
de métodos analiticos para a analise da daptomicina, sendo a maior parte deles voltada para
fluidos bioldgicos através da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) ou
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). Ao mesmo tempo, ndo existem monografias
deste farmaco descritas em nenhum compéndio oficial. A Tabela 2 apresenta os métodos
analiticos descritos na literatura para a quantificacdo da daptomicina em diferentes matrizes.

Recentemente, Christ e colaboradores (2014) publicaram um trabalho em que foi
desenvolvido um método analitico por CLAE para analise da daptomicina na forma
farmacéutica de pd liofilizado para solucdo injetavel. No entanto, os autores utilizaram como
fase mdvel uma mistura de solventes organicos potencialmente toxicos (metanol e
acetonitrila) e solugdo tampao, a qual pode precipitar e causar problemas de entupimento em
colunas analiticas e em todo o sistema cromatografico. Além disso, o pH da fase movel foi
ajustado para um nivel extremamente acido (2,2), o que também pode contribuir para reduzir
a vida util do sistema cromatogréfico.

Outro trabalho foi encontrado para a andlise da daptomicina na forma farmacéutica de
po liofilizado para solucéo injetavel. No entanto, o trabalho esta escrito na lingua chinesa e as
unicas informacdes disponiveis na lingua inglesa, no resumo, sdo a respeito da fase movel,
constituida por uma mistura de acetonitrila e solucdo de di-hidrogenofosfato de amdnio,
utilizando coluna analitica Cs. Através destas informacdes, € possivel observar o uso de
solvente potencialmente toxico, a acetonitrila, na constituicdo da fase movel (GONG et al.,
2014).

Em trabalho publicado em 1989, Kirsch e colaboradores (1989) identificaram dois
produtos de degradacdo formados a partir da daptomicina. A via e a cinética da reacdo foram
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delineadas em solucdo aquosa a 60 °C, em uma faixa de pH entre 3 e 8. Um dos produtos de
degradacdo identificados foi um intermediario de succinimida (anidro daptomicina), o qual é
formado a partir do ataque da carbonila a ligacdo peptidica do nitrogénio na sequéncia
aspartil-glicil. O outro produto identificado foi o B-aspartil-daptomicina, formado a partir da
reidratacdo da molécula de anidro daptomicina.

Muangsiri e Kirsch (2001), mais tarde, identificaram um produto de degradagéo
formado a partir da degradacdo alcalina da daptomicina. O estudo foi concretizado com
solucgdes aquosas do antimicrobiano, em uma faixa de pH entre 9,0 e 10,5. A identificacdo da
via da reacdo foi realizada por meio de espectrometria de massas, espectrofotometria com
transformada de Fourier e fluorimetria. O produto de degradacdo formado foi chamado de
“produto de anel aberto”, ja que foi formado pela hidrdlise do tnico grupamento éster
presente na molécula de daptomicina, entre os residuos de quinurenina e treonina, causando a
abertura da grande estrutura ciclica formada pela unido dos 13 residuos de aminoacidos que
compdem a estrutura quimica deste farmaco.

Em 2005, Muangsiri e colaboradores (2005) avaliaram as vias de reacdo da
daptomicina na presenca de gliceraldeido em solucdes acidas. Os produtos formados foram
separados por CLAE e identificados por espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV),
fluorimetria, espectrometria de massas e ressondncia magnética nuclear (RMN)
bidimensional. Os produtos identificados foram a imina (base de Schiff) e derivados da
anilida. A reacdo entre farmacos que possuam grupamentos amina com excipientes
acucarados é conhecida e por isso foi explorada no trabalho citado.

A lacuna encontrada na literatura em relacdo a métodos analiticos préaticos e
ambientalmente favordveis para a andlise da daptomicina na forma farmacéutica, foi a
motivacdo para um dos principais objetivos deste trabalho, que foi o desenvolvimento e
validacdo de métodos analiticos menos toxicos para 0 meio ambiente e operadores, para a
analise da daptomcina em poé liofilizado. Também foi observada a necessidade de novos
estudos de estabilidade, em condigdes de estresse ndo antes abordadas.



Tabela 2- Métodos de analise descritos na literatura para a determinacdo de daptomicina

Sistema de Tempo de
Método Condic0es d x Matriz corrida Referéncia
eteccao .
aproximado
Coluna analitica Cg. Fase modvel: acetonitrila e Pa liofilizado GONG et al
CLAE solucdo de di-hidrogenofosfato de aménio UV em 220 nm para solucéo N.D.! N
_ AP o 2014
(35:65, v/v). Modo isocratico. injetavel
Coluna analitica Acquity UPLC® HSS T3,
(150 x 2,1 mm; 1,8 um), protegida por coluna-
filtro in-line Waters Acquity UPLC®. Fase Plasma humano
movel:  Solugdo A  (tampdo fosfato  UV-DAD em 8,0 min BAIETTO et al.,
CLUE L . e manchas de .
monopotassico 20 mM com pH ajustado para 262 nm (tr 4,70 min) 2014
. - « plasma secas
3,2 com &cido ortofosforico) e Solucdo B
(acetonitrila). Vazdo de 0,4 mL/min; modo
gradiente.
Coluna analitica Waters XBridge Cis P6 liofilizado
CLAE (250 x 4,6 mm; 5 pum). Fase movel: metanol:  UV-DAD em ara solucio t 6.1 min CHRIST etal.,
acetonitrila: tampao fosfato (pH 2,2) (40:30:30, 223 nm P in'etévgl RO 2014
v/Iviv). Vazéo de 1,0 mL/min; modo isocrético. J
Coluna analitica Cig3 TSKgel ODS-140HTP
(100 x 2,1 mm; 2,3 um). Fase movel:
acetonitrila 47,5% contendo tampdo fosfato Plasma humano 1 min NAITO et al.,
CLUE 20 mM pH 3,0. Vazdo de 1,0 mL/min; UVem 225 nm e urina (tr 0,54 min) 2014
temperatura da coluna de 50 °C; modo
isocratico.
Coluna analitica ACE Cig (150 x 4,6 mm; lonizac
. LV . onizagao por
5 pm). Fase movel: acetonitrila e 4gua (com cletrospray e
CLAE 0,1% de &cido férmico ou acetato de amonio o ectropme):ria Sangue total <9 min SZULTKA etal.,
5 mM). Vazdo de 0,4 mL/min; modo dp humano (tr 6,24 min) 2013
isocrético. € massas em

tandem

Continua na préxima pagina
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Tabela 2 (continuacgdo)- Métodos de analise descritos na literatura para a determinagdo de daptomicina

. Sistema de . Temp_o de .
Método Condicoes d x Matriz corrida Referéncia
etecgdo .
aproximado
Coluna analitica Agilent XDB Cis (50 Xx
RRLC 46 mm; 18 pum). Fase movel: é&cido Caldo de
(cromatografia yif) oroacético  0,1% (TFA): acetonitrila fermentacio de 1 ZHOU etal.,
"q“'da9e (64:36, v/v). Vazdo de 1,0 mL/min; UV em 214 nm Streptomyces N.D. 2012
resolucao temperatura da coluna de 30 °C; modo roseosporus
rapida) isocratico.
Coluna analitica Acquity BEH Cig (100 X
2,1 mm; 1,7 pum) com pré-coluna Waters  |onizac&o por
VanGuard (5,0 x 2,1 mm; 1,7 um). Fase movel:  eletrospray e .
CLUE solucdo aquosa de acido formico 0,1% e espectropmg;ria Plasma humano 3,5 min BAZOT etal,
acetonitrila com 0,1 de 4cido férmico. Vazdo  de massas em (tr 2,6 min) 2011
de 0,3 mL/min; temperatura da coluna de 40 tandem
°C; modo gradiente.
Coluna analitica Cig Hypersil Gold (50 x -
2,1 mm; 3 um). Fase movel: inicialmente lonizagao por
constituida por acido formico 0,1%: &gua: eletrospray(_a 11 min VERDIER et al.,
CLAE acetonitrila  (10:70:20, v/viv). Vazdo de espectrometria  Plasma humano (tr 4,5 min) 2011
0,3 a 0,6 mL/min; temperatura da coluna de U Massasem
30 °C; modo gradiente. tandem
Coluna analitica Synergy 4 pum Hydro-RP
(250 x 4,6 mm), com pre-coluna Security  lonizacdo por
Guard Cis (4,0 x 3,0 mm). Fase mével: agua e  eletrospray e .
CLAE acido formico 0,05% (Solvente A) e espectrometria  Plasma humano 20 min. BAIETTO etal.
(tr 10,0 min) 2010

acetonitrila e acido férmico 0,05% (Solvente
B). Vazéo de 1 mL/min; temperatura da coluna
de 35 °C; modo gradiente.

de massas em
tandem

Continua na préxima pagina
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Tabela 2 (continuacgdo)- Métodos de analise descritos na literatura para a determinagdo de daptomicina

. Sistema de . Temp_o de .
Método Condic0es d x Matriz corrida Referéncia
eteccdo .
aproximado

Coluna  analitica Phenomenex Synergy Cis Fluido

(50 x 4,6 mm; 4 um), com pre-coluna Cig. Fase movel: lonizac&o por peritoneal,

agua contendo 0,01% de acido foérmico (Solucdo A) e eletrospray e lasma .
CLAE  ,cetonitrila contendo 0,1% de &cido formico (Solucéao B). espectronget%a de sarl?guineo e 13 min GlKAetal., 2010

Vazao de 0,4 mL/min; temperatura da coluna de 50 £ 4 massas em tandem urina

°C; modo gradiente. humanos

Coluna analitica Acquity Ciz BEH (100 x

2,1 mm; 1,7 um) com pré-coluna Waters VanGuard

constituida pelo mesmo material. Fase mdvel: solucéo Plasma de 2,5 min GIKAS et al.,
CLUE aquosa de TFA 0,1% (Solvente A) e metanol (Solvente UV em 220 nm coelhos (tr 2,2 min) 2010a

B). Vazéo de 0,45 mL/min; temperatura da coluna de 40

°C; modo gradiente.

Coluna analitica Acquity Cig BEH (100 x

2,1 mm; 1,7 um) com pré-coluna Waters VanGuard

constituida pelo mesmo material. Fase movel: solucdo Plasma de 4.5 min GIKAS et al.,
CLUE  aquosa de TFA 0,1% (Solvente A) e metanol (Solvente YV €M 220 nm coelhos (tr 1,9 min) 2010b

B). Vazdo de 0,5 mL/min; temperatura da coluna de 40

°C; modo gradiente.

Coluna  analitica  Zorbax  RX-Cg (150 X

2,1 mm), com pré-coluna Nucleosil Cs. Fase movel:

solucdo aquosa de &cido férmico 0,08% (Solvente A) e Sangue . OLSZOWY et
CLAE acetgnitrilcil (Solvente B). Vazdo de (0,3 mL/m)in; UVem 219 nm hum%no 23 min al., 2010

temperatura da coluna de de 40 °C; modo gradiente de

eluicgdo.

Continua na préxima pagina
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Tabela 2 (continuacgdo)- Métodos de analise descritos na literatura para a determinagdo de daptomicina

. Sistema de . Temp_o de .
Método Condic0es d x Matriz corrida Referéncia
etecgdo .
aproximado

Coluna analitica BDS Cg Hypersil (250 x

4,6 mm; 5 um). Fase mdvel: tampéo fosfato de 20 min POLILLO etal.,
CLAE amoénio 40 mM pH 4.0: acetonitrila (70:30, UVem2l4nm  Plasma humano (tr 17,4 min) 2010

v/v). Vazdo de 1,5 mL/min; modo isocrético.

Coluna analitica Zorbax Eclipse XDB-Cs

(150 x 4,6 mm; 5 um) protegida por sistema

SecurityGuard (Phenomenex) equipado com

elemento filtrante Cs (4,0 x 3,0 mm). Fase . MARTENS-
CLAE movel: mistura de solugio tampéo (constituida UV em 224 nm  Plasma humano 11 min LOBENHOFEER

por TFA 20 mM e trietilamina 15 mM, pH (t= 9,2 min) et al., 2009

proximo a 3,5) e acetonitrila. Vazdo de

1 mL/min; temperatura da coluna de 30 °C;

modo gradiente.

Coluna analitica Hypersil 5 C1g (100 x 4,6 mm)

com pré-coluna constituida pelo mesmo . TOBIN et al.,
CLAE material. Fase movel: tampéo fosfato 0,2 M pH UV em 223 nm Soro humano t= 5,0 min 2008

5,5 e acetonitrila. Vazao de 1,5 mL/min.

1 N.D.: ndo descrito

49
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3.3. Garantia da qualidade

O termo “qualidade”, dependendo do contexto em que se encontra, pode apresentar
diferentes defini¢cGes. Do ponto de vista do consumidor, a qualidade de um produto pode ser
definida como sua condicdo de adequacdo ao uso, ou seja, 0 produto deve abranger as
caracteristicas de qualidade que o consumidor espera encontrar. Quando esta definicdo é
transferida para o contexto farmacéutico, as caracteristicas primordiais que o consumidor
espera encontrar em um medicamento sdo a eficicia terapéutica e a seguranca, ao lado de
caracteristicas menos essenciais, tais como a beleza do produto e propriedades organolépticas
agradaveis (PINTO; KANEKO; PINTO, 2010).

A qualidade dos produtos farmacéuticos tem sido uma preocupacgdo da Organizacgao
Mundial da Satde (OMS) desde a sua criacdo, em 1948. Segundo esta organizacdo, sem a
garantia de que os medicamentos comercializados sdo relevantes para as necessidades
prioritarias de saude e que atendam padrdes aceitaveis de qualidade, seguranga e eficécia,
qualquer servico de saude é evidentemente comprometido. Além disso, todo governo destina
uma parte substancial do seu orcamento total de salde aos medicamentos e esta proporcao
tende a ser maior nos paises em desenvolvimento, onde pode-se exceder 40%. Por todos os
riscos que medicamentos de ma qualidade podem oferecer a saude da populacdo e
considerando os altos gastos de um governo com estes produtos, é essencial que um sistema
confidvel de controle de qualidade de medicamentos seja trazido ao alcance de todos os paises
(WHO, 2007).

Segundo a legislacdo brasileira, a qualidade dos medicamentos é de responsabilidade
do fabricante, que deve assegurar que tais produtos estejam adequados ao uso pretendido,
cumpram com 0s requisitos estabelecidos em seu registro e ndo coloquem o0s pacientes em
risco por ndo apresentarem seguranca, qualidade ou eficicia adequadas. Para que o objetivo
de qualidade seja atingido de forma confiavel, é indispensavel que haja a participacdo e o
compromisso de todos os funcionérios da empresa, além da necessidade de um sistema da
Garantia da Qualidade bem estruturado, que incorpore as Boas Praticas de Fabricacdo (BPF)
(BRASIL, 2010).

A “Garantia da Qualidade”, de modo geral, compreende todas as questdes que,
individual ou coletivamente, influenciam a qualidade de um produto farmacéutico. Envolve

todas as providéncias tomadas com o objetivo de garantir que os medicamentos cumpram com
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seus requisitos de qualidade e possam ser usados para os fins propostos (WHO, 2007;
BRASIL, 2010).

As “Boas Praticas de Fabrica¢ao” constituem um importante elemento da Garantia da
Qualidade e tém como objetivo assegurar que os produtos sejam rigorosamente produzidos e
controlados, com padrdes de qualidade apropriados para o uso pretendido e requerido pelo
registro. O seu cumprimento faz com que 0s riscos inerentes a qualquer produgédo
farmacéutica, tais como a contaminagdo cruzada, contaminacdo por particulas, troca ou
mistura do produto, sejam minimizados (BRASIL, 2010).

O “Controle de Qualidade”, por sua vez, também faz parte da Garantia da Qualidade e
é o0 conjunto de medidas que tem como meta garantir, a qualquer momento, a producéo de
lotes de medicamentos e demais produtos que satisfacam as normas de identidade, atividade,
teor, pureza, eficacia e inocuidade (FB, 2010). E funcdo do Controle de Qualidade verificar se
o0 produto estad em conformidade com as especificacbes (ICH, 2000).

Para que a qualidade de um medicamento seja monitorada de maneira adequada e
confiavel dentro do Controle de Qualidade da industria farmacéutica, sdo necessarios métodos
analiticos eficazes e confiaveis para este propésito (PARISOTTO et al., 2005). Por tal motivo,
o desenvolvimento de métodos analiticos vem sendo cada vez mais objeto de atengdo e de
indmeras pesquisas realizadas mundialmente, as quais sdo fundamentais e altamente
relevantes para otimizar a analise dos medicamentos na industria e garantir a qualidade dos

produtos ja comercializados.
3.4. Validacao de métodos analiticos

Considerando os riscos que produtos farmacéuticos de ma qualidade podem exercer
sobre a salde da populacéo e o impacto negativo a reputacdo de uma inddstria farmacéutica, é
de fundamental importancia que o Controle de Qualidade conte com métodos analiticos
eficazes e totalmente confiaveis para monitorar a qualidade do medicamento produzido antes
que ele seja comercializado. Assim, a necessidade de se comprovar também a qualidade dos
métodos analiticos utilizados durante e depois da fabricacdo dos medicamentos tornou-se
fundamental (LA ROCA et al.,, 2007). Para garantir que um novo método analitico gere
informagdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliacdo
denominada validagdo (RIBANI et al., 2004).

O objetivo da validacdo de métodos analiticos € demonstrar que 0 metodo é adequado
para a finalidade pretendida (FDA, 2000; ICH, 2005; USP 37, 2014; INMETRO, 2011).



Revisdo Bibliografica 52

Assim, atraves de resultados experimentais, a validagdo deve garantir que o método atende as
exigéncias das aplicacBes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL,
2003). A validacdo deve ser o resultado de um processo bem organizado, bem planejado e
sistematicamente executado, o qual inclui o desenvolvimento do método analitico, estudos de
pré-validacdo e, finalmente, a validag&o propriamente dita (BLIESNER, 2006).

Para a validacdo de metodologias analiticas ndo descritas em farmacopeias ou
formulérios oficiais, algumas caracteristicas analiticas tipicas devem ser consideradas, tais
como: especificidade, linearidade, intervalo, precisao, limite de deteccdo (sensibilidade),
limite de quantificagéo, exatiddo e robustez. Estes pardmetros podem ser exigidos ou ndo, de
acordo com as caracteristicas da analise (FDA, 2000; BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 37,
2014; INMETRO, 2011). A conformidade do sistema é outro parametro utilizado para a
validacao de métodos cromatogréaficos (FDA, 1994; ICH, 2005; USP 37, 2014).

Os métodos analiticos podem ser classificados em quatro categorias, segundo sua
finalidade (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 37, 2014):

e Categoria | — Testes quantitativos para a determinagdo da substancia ativa em
produtos farmacéuticos ou matérias primas.
e Categoria Il — Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas

e produtos de degradagdo em produtos farmacéuticos e matérias primas.

e Categoria Il — Testes de performance (por exemplo: dissolucdo, liberagdo do ativo).
e Categoria IV — Testes de identificag&o.

Para cada categoria de métodos analiticos é exigido um conjunto de testes, conforme

descrito na Tabela 3.

Tabela 3- Testes exigidos para cada categoria de métodos analiticos (BRASIL, 2003)

A Categoria Categoria Il — Categoria Categoria

Parametro N Ensaio
I Quantitativo limi 1 v

imite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Néo
Intervalo Sim Sim * * Néo
Precisio Repetibilidade Sim Sim Nao Néo Néo
Intermediaria ** ** Nao ** Néo
Limite de deteccao Néo Nao Sim * Néo
Limite de quantificacdo Néo Sim N&o * Né&o
Exatiddo Sim Sim * * Néo
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico
** se houver comprovagdo da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacao da precisao intermediaria
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A especificidade é a capacidade de um método analitico em avaliar de forma
inequivoca o analito na presenca de componentes que normalmente podem estar presentes,
tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (ICH, 2005). Alguns
Orgdos internacionais, tais como a International Union of Pure and Applied Chemistry
(IUPAC) e a Association of Official Analytical Chemists (AOAC), optam pelo termo
“seletividade” para esta defini¢do, reservando o termo “especificidade” para procedimentos
completamente seletivos (USP 37, 2014). Durante a validacdo de um método indicativo de
estabilidade, é necessario demonstrar a especificidade/seletividade do método (BLESSY et
al., 2013). Recomenda-se a obtencdo dos provaveis produtos de degradacdo através da
avaliacdo da suscetibilidade da molécula sob estudo a condi¢bes de estresse como
temperaturas elevadas, oxidaces, fotdlises e hidrolises em ampla faixa de pH (ICH, 2003;
SHABIR, 2007).

Linearidade é a capacidade do método em fornecer resultados diretamente
proporcionais & concentragdo do analito na amostra, dentro de uma determinada faixa de
aplicacdo (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Intervalo é a faixa compreendida entre os limites de quantificacdo superior e inferior,
para a qual tenham sido demonstrados niveis adequados de precisdo, exatiddo e linearidade
(BRASIL, 2003; ICH, 2005, USP 37, 2014).

Precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas
de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003). As trés formas mais
comuns de expressar a precisdo sao: por meio da repetibilidade, da preciséo intermediaria e da
reprodutibilidade, sendo usualmente expressas pelo desvio padrdo relativo (FDA, 1994;
BRASIL, 2003; ICH, 2005, USP 37, 2014). A repetibilidade (precisao intradia) refere-se ao
uso de procedimentos analiticos num curto periodo de tempo com os mesmos analistas e 0s
mesmos equipamentos (BRASIL, 2003). A precisdo intermediaria (precisao interdias) refere-
se a avaliacdo da precisdo sobre a mesma amostra, utilizando 0 mesmo método, no mesmo
laboratério, mas variando uma ou mais condicdes especificas, as quais podem ser: diferentes
analistas, diferentes equipamentos ou diferentes dias (INMETRO, 2011). Reprodutibilidade
(precisdo interlaboratorial), por sua vez, trata-se da concordancia entre os resultados obtidos
em laboratorios diferentes como em estudos colaborativos, comumente aplicados a
padronizacdo da metodologia analitica (BRASIL, 2003).

Limite de deteccdo é a menor quantidade de analito em uma amostra que pode ser

detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob as condi¢des analiticas estabelecidas
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(BRASIL, 2003; USP 37, 2014). Limite de quantificacdo, por sua vez, é a menor quantidade
de analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao adequadas, sob
as condicdes analiticas estabelecidas (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 37, 2014).

A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos resultados por ele obtidos
comparados ao valor verdadeiro (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 37, 2014). Existem varias
formas de se calcular a exatiddo, dependendo do objetivo da anélise:

a) Analise de farmacos: a exatiddo pode ser avaliada aplicando-se a metodologia
analitica proposta na analise de uma substancia de pureza conhecida (padrédo de
referéncia) ou ainda comparando-se os resultados obtidos com aqueles resultantes
de um segundo método bem caracterizado, cuja exatiddo tenha sido estabelecida
(BRASIL, 2003; USP 37, 2014).

b) Analise de formas farmacéuticas: a exatiddo pode ser estudada através de
placebo contaminado, em que quantidade conhecida de farmaco é adicionada a
uma mistura contendo os adjuvantes do medicamento, ou pelo método de adicdo
de padrdo, no qual se adiciona quantidades conhecidas do analito (padrdo de
referéncia) ao medicamento (BRASIL, 2003; USP 37, 2014). Ainda é possivel
comparar 0s resultados obtidos com um segundo procedimento bem caracterizado
(USP 37, 2014).

c) Anédlise de impurezas: a exatiddo deve ser obtida pelo método de adigdo de
padrdo, no qual se adiciona quantidades conhecidas de impurezas e/ou produtos
de degradacdo ao medicamento ou ao farmaco. Pode-se também comparar 0s
resultados obtidos com um segundo método bem caracterizado (BRASIL, 2003;
USP 37, 2014).

Robustez ¢ a medida da capacidade que um método analitico tem de permanecer
inalterado frente a pequenas e deliberadas variacbes nos parametros analiticos (USP 37,
2014).

Os guias do International Council for Harmonisation of Technical Requirements for
Pharmaceuticals for Human Use (ICH) (2005) estabelecem como parte do processo de
validagdo de sistemas cromatograficos o teste de conformidade do sistema. Trata-se de uma
etapa essencial, pois assegura que 0s parametros cromatograficos selecionados para a anéalise
estejam aptos a fornecer resultados com precisdo e exatiddo aceitaveis e confiaveis

(PASCHOAL et al., 2008). Com este propdsito, alguns parametros devem ser analisados a
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partir do pico cromatogréafico, tais como o tempo de retencédo (tr), 0 nimero de pratos (N) e 0s
fatores de cauda (FC), de assimetria (As) e de retengéo (k).

O tempo de retencdo representa 0 tempo gasto desde a injecdo no sistema
cromatografico até a saida do ponto méaximo do pico referente ao analito (PASCHOAL et al.,
2008). O namero de pratos € uma medida da eficiéncia da coluna cromatogréafica (SNYDER,;
KIRKLAND; DOLAN, 2010). Os fatores de cauda e de assimetria medem a simetria e as
distorcdes frontais ou posteriores (caudas) de um pico cromatografico. O fator de retencédo
mede a localizacdo do pico de interesse em relacdo ao tempo de retencdo do composto nao-
retido (FDA, 1994).

A estatistica é uma ferramenta essencial para avaliacdo dos resultados gerados no
processo de validacdo. Ferramentas como a analise de variancia (ANOVA), o teste t Student,
entre outros, sdo muito utilizadas para dar fundamento cientifico-matematico aos resultados
obtidos (LA ROCA et al., 2007).

3.5. Quimica Analitica Verde

De acordo com a Lei 6938, de 31 de agosto de 1981, mais conhecida como Lei da
Politica Nacional do Meio Ambiente, o poluidor é responsavel por recuperar ou indenizar 0s
danos ambientais ou a terceiros causados por ele, independentemente da existéncia de culpa.
Em outras palavras, quem gera 0s residuos torna-se responsavel por eles (BRASIL, 1981). A
Resolugdo n° 430, de 13 de maio de 2011 complementa esta ideia quando diz que os
responsaveis pelas fontes poluidoras dos recursos hidricos devem controlar e monitorar seus
efluentes, devendo realizar um automonitoramento periodico (BRASIL, 2011). Devido as
razGes mencionadas, 0 gerenciamento de residuos gerados é fundamental e uma obrigacdo das
inddstrias quimicas e farmacéuticas.

Grande atencdo a preservacdo do meio ambiente ganhou forca desde os anos 1970 e
tem grande repercussdo na sociedade. Assim, cada vez mais as industrias buscam alternativas
ambientalmente favoraveis em relacdo aos métodos analiticos e outros processos que seguem
em sua rotina. Uma tendéncia é que estas empresas busquem adotar uma postura de reducéo,
prevencdo ou eliminagdo dos residuos de processo. Quando a empresa adota esta conduta,
diminuindo a poluicdo através da minimizacdo dos residuos gerados, ela opta por evitar ou
minimizar a geracdo de residuos ao inves de tratar o efluente gerado, o que pode ser uma

opcéo além de ambientalmente, também economicamente vantajosa (SANSEVERINO, 2000).
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A exigente opinido publica e a tendéncia ao consumo sustentavel fizeram emergir 0s
primeiros conceitos da Quimica Verde, na década de 1990. O principal conceito da Quimica
Verde é a utilizacdo de habilidades e conhecimentos quimicos para reduzir ou eliminar 0 uso
ou a geracdo de substancias perigosas durante o planejamento, manufatura e aplicacdo de
produtos quimicos, de modo a minimizar ameacas a saude dos operadores e ao meio ambiente
(ANASTAS, 1999). Uma das areas mais ativas da Pesquisa e Desenvolvimento em Quimica
Verde é o desenvolvimento de metodologias analiticas. Novos métodos e técnicas que sejam
capazes de reduzir e eliminar o uso e a geracdo de substancias perigosas em todas as etapas da
andlise quimica sdo os principais alvos da chamada Quimica Analitica Verde (ANASTAS,
1999; SANSEVERINO, 2000; NOLASCO; TAVARES; BENDASSOLLI, 2006; GUARDIA;
ARMENTA, 2012). O conceito da Quimica Analitica Verde também se estende a analise de
produtos farmacéuticos.

Anastas e Warner (1998) propuseram 12 principios para a Quimica Verde, 0s quais
foram adaptados por Galuszka, Migaszewski e Namiénski (2013), para melhor satisfazerem a
Quimica Analitica Verde. Desta forma, os 12 principios da Quimica Analitica Verde sdo: 1)
Técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar a etapa do tratamento de amostras;
2) O tamanho e a quantidade das amostras devem ser 0s menores possiveis; 3) Analises in situ
devem ser realizadas; 4) Integracdo de processos analiticos e operacdes deve ser realizada, ja
que promove a economia de energia elétrica e reduz o uso de reagentes; 5) Métodos
automatizados e miniaturizados devem ser selecionados; 6) Derivatizacdes devem ser
evitadas; 7) Geracdo de grandes volumes de residuos analiticos devem ser evitados e o
manejo correto destes residuos deve ser previsto; 8) Métodos multi-analitos devem ser
favoritos em relacdo a métodos que analisam um analito por vez; 9) O uso de energia elétrica
deve ser minimizado; 10) Reagentes obtidos de fontes renovaveis devem ser preferidos; 11)
Reagentes toxicos devem ser eliminados os substituidos; 12) A seguranca dos operadores
deve ser aumentada.

Com tudo isso, a tendéncia é que as empresas se preocupem cada vez mais em reduzir
os impactos da poluicdo que produzem, adotando acbes ambientais (BORINELLI et al.,
2010). Assim, a tendéncia é que os danos ao meio ambiente causados por estas empresas
figuem cada vez mais escassos e haja a preservacdo dos recursos naturais. No entanto, na
literatura ainda existe uma lacuna em relacdo a publicacdo de trabalhos que descrevem

métodos analiticos “verdes” para serem usados em substituicdo aos classicos (GUARDIA,
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ARMENTA, 2012). Por tais motivos, esta area deve ser explorada cada vez mais, indo ao
encontro das necessidades globais.

Nota: A revisdo bibliografica deste trabalho gerou o artigo cientifico: TOTOLI, E.G.; GARG,
S.; SALGADO, H.R.N. Daptomycin: Physico-chemical, Analytical and Pharmacological
Properties. Therapeutic Drug Monitoring, v. 37, p. 699-710, 2015.
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4. DESCRICAO
4.1. Descrigao geral
Nome geneérico: Daptomicina

Nome quimico: N-decanoil-L-triptofil-L-asparaginil-L-aspartil-L-treonilglicil-L-ornitil-L-
aspartil-D-alanil-L-aspartilglicil-D-seril-treo-3-metil-L-glutamil-3-antraniloil-L-alanina 1.13-
3.4-lactona (SWEETMAN, 2011)

Formula quimica: C72H101N17026 (SWEETMAN, 2011)
Massa molecular: 1620,7 g/mol (SWEETMAN, 2011)

Valores de pKa: 3,0 (do &cido [2S,3R]-3-metilglutdmico), 5,3 (de trés grupos de acidos
asparticos), 0,8 (da amina aromética) e 10,0 (da amina alifatica) (MUANGSIRI et al., 2005)

Numero de registo no Chemical Abstracts Service (CAS): 103060-53-3 (MORETTO;
MASTELARO, 2013)

NUmero de registro na Denominacdo Comum Brasileira (DCB): 02687 (MORETTO;
MASTELARO, 2013)

Categoria: Antimicrobiano
Classe: Lipopeptideo ciclico
4.2. Substancia quimica de referéncia (SQR)

A substdncia quimica de referéncia utilizada neste trabalho foi a daptomicina,
adquirida da empresa Sequoia Research Products (Pangbourne, Reino Unido), com teor

especificado de 98% e identificada pelo nimero de controle 130201927d.
4.3. Amostra da forma farmacéutica do po liofilizado para solugéo injetavel

Para este trabalho, foram utilizadas amostras de daptomicina em po liofilizado,
frascos-ampola contendo 500 mg de daptomicina, sob o nimero de lote 150703FG e com o
nome comercial Cubicin® (Novartis, McPherson, EUA). Cada frasco contém 500 mg

daptomicina e o adjuvante hidroxido de sodio.
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4.4. Diluente da forma farmacéutica

A reconstituicdo da daptomicina em pd liofilizado deve ser realizada em cloreto de
s6dio 0,9% (MERCK, 2016a).

4.5. Armazenamento e estabilidade da forma farmacéutica

O Cubicin® deve ser conservado sob refrigeracéo (temperatura entre 2 e 8 °C). Estudos
de estabilidade mostraram que a solucéo reconstituida de daptomicina é estavel no frasco por
até 12 horas em temperatura ambiente e 48 horas sob refrigeracédo (2-8 °C). A solucéo diluida
em bolsa de infusdo também é estavel por 12 horas em temperatura ambiente e 48 horas sob
refrigeracdo (MERCK, 2016a).
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5. ANALISE QUALITATIVA
5.1. Caracteristicas fisicas
5.1.1. Material e método

A amostra de daptomicina po liofilizado para solucdo injetavel, descrita no item 4.3

foi analisada quanto ao seu aspecto e cor.
5.1.2. Resultados e discussao

A amostra de p6 liofilizado para solucéo injetavel de daptomicina apresentou-se sob a
forma de p6 de coloracdo amarelo claro. Estas caracteristicas condizem com as caracteristicas
preconizadas pelo fabricante, que diz que o aspecto fisico da amostra deve ser a de pé
liofilizado de coloragcdo amarelo claro a marrom claro (MERCK, 2016a).

5.2. Determinacéo do ponto de fusdo

Ponto de fusdo é a temperatura na qual uma substancia se encontra completamente
fundida (FB, 2010). Trata-se de um método muito empregado como indicativo de pureza de
substancias, visto que uma pequena quantidade de impureza pode causar alteragdes no ponto
de fusdo de um determinado composto (GRAHAM, 1995).

5.2.1. Material e método

O ponto de fusdo foi determinado pelo método capilar para a daptomicina SQR,
descrita no item 4.2, e também para a amostra de po liofilizado para solucéo injetavel, descrita
no item 4.3. A substéncia foi introduzida e compactada em capilares com 7,5 cm de
comprimento e 1,6 mm de didametro de modo a formar uma coluna de aproximadamente 3 a
4 cm de altura. A analise foi realizada em equipamento automatico de ponto de fusdo Stuart
Scientific SMP3 (Staffordshire, Reino Unido), no qual os capilares contendo o farmaco sdo
inseridos verticalmente. Foi realizada apenas uma analise para a daptomicina SQR e uma para
a amostra, sendo que cada analise foi composta pela determinacdo simultanea de trés capilares.

O ponto de fusdo foi verificado visualmente.
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5.2.2. Resultados e discussao

Na anélise do ponto de fusdo da daptomicina SQR, foi observado que a substéncia se
fundiu completamente em aproximadamente 206 °C. A coloracdo da substancia dentro do
capilar permaneceu a mesma durante todo o procedimento, sem qualquer variacdo de cor apos
sua fusdo. N&o foi encontrado o ponto de fusdo da daptomicina descrito na literatura até o
momento.

Quanto a analise da amostra de p6 liofilizado, ndo foi observada a fusdo da substancia,
apenas uma mudanca de coloragdo, que ocorreu em temperatura proxima a 210 °C. Esta
mudanca de cor foi progressiva até atingir coloragdo marrom-escura. A diferenca no
comportamento entre a daptomicina SQR e amostra j& era esperada, visto que a amostra de
daptomicina apresenta o hidroxido de sddio como adjuvante na sua formulacdo, entdo a
daptomicina ndo estava pura. Sabe-se que uma pequena quantidade de impureza pode causar

alteracdes no ponto de fusdo de um determinado composto (GRAHAM, 1995).
5.3. Cromatografia em camada delgada (CCD) indicativa de estabilidade
5.3.1. Consideracdes gerais

A técnica de CCD é baseada na separacdo dos componentes de uma mistura por meio
da migracdo diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retido sobre a superficie
plana, sendo uma técnica amplamente empregada em laboratorios que envolvem a analise de
substancias organicas e organometélicas. A ampla utilizacdo da técnica de CCD ¢é
consequéncia de suas inUmeras vantagens, tais como o fato de ser uma técnica de facil
execucdo e compreensao, permitir separacGes em breve espaco de tempo, ser versatil e
altamente reprodutivel, além de apresentar baixo custo (COLLINS; BRAGA; BONATO,
1997). Além disso, o grande nimero de combinacfes de fases moveis e fases estacionarias
favorece sua ampla aplicacdo e a torna uma técnica muito versatii (DEGANI; CASS;
VIEIRA, 1998).

Até 0 momento, ndo ha na literatura trabalhos que descrevam o desenvolvimento desta
técnica para a analise da daptomicina. Assim, o objetivo desta etapa do trabalho foi
desenvolver um método de CCD, pratico, confiavel e indicativo de estabilidade, para auxiliar
na identificacdo da daptomicina na forma farmacéutica de po liofilizado para solucéo injetavel

e na deteccéo de possiveis produtos de degradacéo.
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5.3.2. Material e método
5.3.2.1. Ensaios preliminares e desenvolvimento do método de CCD
5.3.2.1.1. Material

Durante os ensaios preliminares e desenvolvimento do método, foram utilizadas como
fase estacionaria placas de aluminio impregnadas com silica-gel DC-Fertigfolien
ALUGRAM® Xtra SIL C/UV2zs: (Macherey-Nagel, Diren, Alemanha), com dimensdes de
10,0 x 5,0 cm. Estas placas foram ativadas em estufa a 105 °C por 30 minutos antes do uso.
Etanol (Synth, Diadema, Brasil) e metanol (Synth, Diadema, Brasil) grau analitico foram
utilizados nas diversas composi¢des de fases moveis testadas durante o desenvolvimento do
método. Além disso, foi utilizada agua purificada (obtida por osmose reversa - Millipore,
Billerica, EUA). Quando necessario, o pH das fases mdveis foi ajustado com solucédo
preparada a partir de hidroxido de sodio grau analitico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) ou
solucdo de &cido acético glacial grau analitico (Merck, Alemanha), com auxilio de aparelho
medidor de pH modelo B474 (Micronal, Sdo Paulo, Brasil). As solucgdes de trabalho foram
aplicadas nas placas de CCD com auxilio de uma microsseringa de vidro (Hamilton®,
Nevada, EUA). As pesagens foram realizadas em balanca analitica modelo H51 (Mettler
Toledo®, Barueri, Brasil). A daptomicina SQR e as amostras de po liofilizado utilizadas foram
descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente. A revelacdo das manchas foi realizada por meio
de camara de luz UV no comprimento de onda de 365 nm. Foram utilizados outros materiais,
tais como: cuba de CCD de vidro, estufa da marca Fanem (Sdo Paulo, Brasil) e

micropipetador modelo 20-200 pL (Digipet, Curitiba, Brasil).
5.3.2.1.2. Preparo da solucéo de daptomicina SQR

As solucdes de daptomicina SQR foram preparadas na concentracdo de 1000 pg/mL.
Para isso, foi pesado o equivalente a 5,0 mg de daptomicina SQR (descrita no item 4.2) e
transferido para baldo volumétrico de 5 mL. O volume do baldo volumétrico foi completado

com agua purificada e em seguida a solucdo foi adequadamente homogeneizada.
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5.3.2.1.3. Preparo da solucéo de daptomicina amostra
5.3.2.1.3.1. Verificagdo do peso médio e preparo de um pool de amostras

Antes do preparo da solugdo amostra de daptomicina, foi necessario verificar 0 peso
médio das ampolas de po liofilizado para se calcular a massa de amostra a ser pesada.

Segundo a Farmacopeia Brasileira (FB, 2010), este ensaio deve ser realizado com 20
unidades quando se trata da forma farmacéutica de pd liofilizado. No entanto, foi realizado
com apenas 3 frascos-ampola de daptomicina (descritos no item 4.3) devido ao seu alto custo
de aquisicdo, o qual permitiu a compra de nimero limitado de frascos.

O lacre metalico e o rotulo de cada frasco-ampola foram removidos. As trés unidades
foram pesadas individualmente, com as respectivas tampas de borracha. Depois disso, 0s
conteddos dos trés frascos foram removidos e transferidos para um Unico recipiente,
resultando em um pool de amostras. Os frascos-ampola vazios foram lavados com agua e em
seguida etanol, depois disso foram secos em estufa a 105 °C por 1 hora. Os frascos foram
resfriados a temperatura ambiente, em seguida as tampas de borracha foram recolocadas e os
frascos foram pesados individualmente. A diferenca entre as pesagens com os frascos cheios e
vazios representou o peso do conteudo.

O peso médio calculado dos frascos foi igual a 0,54305 g, sendo 0,500 g referente a
daptomicina e 0,04305 g ao excipiente (hidroxido de sodio). Desta forma, a daptomicina esta
presente no pool de amostras em concentracdo de 92,07% e o hidréxido de sédio esta presente

em uma concentracao de 7,93%.
5.3.2.1.3.2. Preparo da solucdo de daptomicina amostra

As solucGes de daptomicina amostra de pd liofilizado foram preparadas na
concentracdo de 1000 pg/mL. Para isso, a partir do pool de amostras descrito no item
5.3.2.1.3.1, o equivalente a 5,0 mg de daptomicina foi analiticamente pesado e transferido
para baldo volumétrico de 5 mL. O volume do baldo foi completado com agua purificada e em

seguida a solucdo foi adequadamente homogeneizada.
5.3.2.1.4. Ensaios preliminares e desenvolvimento do método de CCD

Durante o desenvolvimento do método de CCD, foram testadas 7 fases moveis, as

quais serdo descritas a seguir:
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e Sistema 1: agua : etanol (10:90, v/v)

e Sistema 2: 4gua : etanol, pH 8,0 (ajustado com solu¢do de hidréxido de sodio 1 M)
(10:90, viv)

e Sistema 3: 4gua : etanol, pH 3,5 (ajustado com solugdo de acido acético glacial)
(10:90, viv)

e Sistema 4: agua : metanol (10:90, v/v)

e Sistema 5: &gua : metanol, pH 8,0 (ajustado com solucdo de hidroxido de sddio
1 M) (10:90, v/v)

e Sistema 6: agua : metanol pH 8,0 (ajustado com solu¢do de hidroxido de sodio
1 M) (15:85, v/v)

e Sistema 7: agua : metanol, pH 8,0 (ajustado com solucdo de hidréxido de sodio
1 M) (20:80, v/v)

Para a execucao do ensaio, a fase movel, apos preparada, foi transferida para cuba de
vidro e depois foi esperado até sua saturagcdo, por um periodo de aproximadamente 30
minutos. As solucbes de daptomicina SQR e amostra foram aplicadas em um volume de
10 pL diretamente na placa de silica previamente ativada, com auxilio de microsseringa de
vidro. Depois disso, a placa foi colocada dentro da cuba para a eluicdo dos compostos.
Quando a fase movel atingiu o percurso de 8 cm, a placa foi retirada da cuba de vidro, para
secagem, e depois foi realizada a revelacdo das manchas por meio da observacdo das placas
secas em camara de luz UV em 365 nm. As manchas foram observadas quanto a forma,
posi¢do, tamanho e cor. Além disso, foram determinados os fatores de retencdo (Ry) referentes
as manchas correspondentes a daptomicina SRQ e amostra, por meio da Equagdo 1
(COLLINS, BRAGA, BONATO, 1997).

Ry = — Equacéo 1

Em que:
r = distancia percorrida pelo analito

dm = distancia percorrida pela fase movel
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5.3.2.2. Seletividade e estudo de degradacéo forcada

Segundo a legislacdo brasileira (BRASIL, 2003) e os guias do ICH (2005), para se
validar um método de identificacdo, o Unico parametro de validacdo que é exigido € a
seletividade, conforme mostrado na Tabela 3.

Desta maneira, para validar o método de CCD desenvolvido, a seletividade foi
demonstrada de duas maneiras: na primeira, mostrando que o excipiente presente na forma
farmacéutica de pé liofilizado ndo interfere na andlise da daptomicina; na segunda,
submetendo a amostra de daptomicina a condi¢fes forcadas de estresse e demonstrando que

o0s produtos de degradacao formados também n&o interferem com a anélise do farmaco.
5.3.2.2.1. Material

Além do material descrito no item 5.3.2.1.1, também foram utilizados os seguintes
materiais: acido cloridrido (HCI) (Qhemis, Sdo Paulo, Brasil), hidroxido de sédio (NaOH)
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), solucdo de peroxido de hidrogénio (H20.) 0,3% (Impex,
Varginha, Brasil) e camara espelhada internamente (100 x 16 x 16 cm) com lampada UVC
(254 nm) 20 W, para os ensaios de seletividade e estudo de degradacdo forcada da amostra de

daptomicina.
5.3.2.2.2. Analise da interferéncia do excipiente

Para a analise da seletividade do método em relacdo ao excipiente, foi preparada
solucdo de daptomicina SQR, conforme descrito no item 5.3.2.1.2, e também uma solugdo de
placebo, contendo apenas o hidroxido de sédio (Gnico adjuvante presente na forma
farmacéutica de pé liofilizado).

Para o preparo da solucdo de placebo, foi pesado 8,6 mg de hidréxido de sddio e
transferido para baldo volumétrico de 100 mL. O volume do baldo volumétrico foi
completado com agua purificada e em seguida a solucdo foi adequadamente homogeneizada,
resultando em uma solucdo de 86 pg/mL de hidroxido de sodio. Esta concentracdo de
hidroxido de sodio € a mesma que teria em uma solugdo de amostra de daptomicina em po
liofilizado na concentragdo de 1000 pg/mL.

Depois disso, foi realizada uma andlise de CCD conforme descrito no item 5.3.2.1.4,
com fase movel constituida por agua : metanol (10:90, v/v) e fase estacionaria placas DC-
Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL C/UV2s4 (Macherey-Nagel, Diiren, Alemanha). Na placa
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de CCD foram aplicadas as solucdes de daptomicina SRQ e de placebo, lado a lado. Depois
disso, foi observado se o placebo gerou alguma mancha que pudesse interferir na analise da

daptomicina, comparando com a mancha gerada pela SQR.
5.3.2.2.3. Estudo de degradacéo forcada

Solugbes de amostra de daptomicina (1000 pg/mL) foram submetidas a degradacgdo
forgada por condicfes &cida, alcalina, aquosa, oxidativa e fotolitica, com os objetivos de
avaliar se o sistema cromatografico escolhido é capaz de detectar a degradacdo da
daptomicina na forma farmacéutica de pd para solucdo injetavel, revelar a presenca de
possiveis produtos de degradacdo e demonstrar que estes produtos ndo interferem na analise
da daptomicina, demonstrando a seletividade do método.

A solucao amostra foi preparada em HCI 0,01 M e NaOH 0,001 M para as hidrélises
acida e alcalina, respectivamente. As amostras foram aquecidas a 60 °C. A degradacdo aquosa
foi realizada através da exposicao de solucdo aquosa da amostra a temperatura de 60 °C, em
banho-maria. Para a degradacdo oxidativa, a solu¢cdo amostra foi preparada em solucdo de
peréxido de hidrogénio a 0,3% (p/v) e depois foi submetida a temperatura de 60 °C. A
fotodegradacdo foi induzida atraves da exposicdo de uma solucdo aquosa da amostra a luz
ultravioleta, utilizando cdmara espelhada internamente (100 x 16 x 16 c¢cm), com lampada
UVC (254 nm) 20 W.

Todas as amostras foram submetidas a analise por CCD com a fase mével constituida
por agua : metanol (10:90, v/v) nos tempos de 0; 0,25; 0,50; 1,5; 3; 6; 24 e 48 horas. As
placas utilizadas foram DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL C/UV2s4, com as dimensdes
de 10,0 x 10,0 cm, previamente ativadas em estufa a 105 °C por 30 minutos. A revelacdo das

manchas foi realizada em camara de luz UV em 365 nm.
5.3.3. Resultados e discussao
5.3.3.1. Ensaios preliminares e desenvolvimento do método de CCD

Durante os ensaios realizados, foi observado que nenhuma fase movel testada
contendo o etanol como a fase organica obteve resultados satisfatérios (Sistemas 1, 2 e 3). Em
todos os casos houve a formagdo de rastros nos cromatogramas, como o demonstrado na

Figura 3.
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Figura 3- Cromatogramas obtidos com os Sistemas 1, 2 e 3 durante desenvolvimento de
método de CCD para anélise da daptomicina em po liofilizado. a) Sistema 1: &gua : etanol
(10:90, v/v); b) Sistema 2: agua : etanol, pH 8,0 (ajustado com solucéo de hidréxido de sodio
1 M) (10:90, v/v); c) Sistema 3: &gua : etanol, pH 3,5 (ajustado com solucgéo de acido acético
glacial) (10:90, v/v). Fase estacionaria: DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL C/UVzsa.
Revelacdo: cAmara de luz UV em 365 nm. P: Daptomicina SQR (1000 pg/mL). A: Amostra

de daptomicina po para solucdo injetavel (1000 pg/mL).

a) b) c)

Nestes trés sistemas, a amostra migrou, mas ndo de modo homogéneo, espalhando-se
pela placa. Além disso, o tempo que a fase mdvel demorou para eluir em todos os sistemas
testados foi superior a 50 minutos, tempo considerado alto e que tornaria 0 método
inadequado para andlises rapidas de rotina do controle de qualidade deste farmaco.

A Figura 4 apresenta os cromatogramas obtidos através dos Sistemas 4, 5, 6 e 7, 0s

quais empregaram o metanol como a fase organica das fases moveis.
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Figura 4- Cromatogramas obtidos com o0s Sistemas 4, 5, 6 e 7 durante desenvolvimento de
método de CCD para analise da daptomicina em po6 liofilizado. a) Sistema 4: &gua : metanol
(10:90, v/v); b) Sistema 5: agua : metanol, pH 8,0 (ajustado com solucdo de hidroxido de
sodio 1 M) (10:90, v/v); c¢) Sistema 6: agua : metanol, pH 8,0 (ajustado com solucédo de
hidréxido de sédio 1 M) (15:85, v/v); d) Sistema 7: &gua : metanol, pH 8,0 (ajustado com
solucdo de hidroxido de sodio 1 M) (20:80, v/v). Fase estacionaria: DC-Fertigfolien
ALUGRAM® Xtra SIL C/UV2s4. Revelagdo: camara de luz UV em 365 nm. P: Daptomicina
SQR (1000 pg/mL). A: Amostra de daptomicina p6 para solucéo injetavel (1000 pg/mL).

Os Sistemas 4, 5, 6 e 7 se mostraram adequados para a analise da daptomicina da

forma farmacéutica, diferindo-se apenas pelos valores de Rt calculados. Além disso, a eluicdo
das fases mdveis ocorreu de maneira mais rapida em comparacdo aos Sistemas 1, 2 e 3. O
tempo foi menor que 25 minutos em todos 0s casos.

O Sistema 4 [agua : metanol a (10:90, v/v)] e o Sistema 5 [a4gua : metanol, pH 8,0
ajustado com solucdo de hidréxido de sédio 1 M (10:90, v/v)] apresentaram valores de R¢
muito parecidos, em média 0,64. Isto mostra que o ajuste de pH foi irrelevante neste quesito.
O Sistema 6 [agua : metanol, pH 8,0, ajustado com solucdo de hidréxido de sédio 1 M (15:85,
v/v)] apresentou valor de Rf um pouco mais elevado, de 0,66. O Sistema 7 [agua : metanol,
pH 8,0 ajustado com solugéo de hidroxido de sédio 1 M (20:80, v/v)] exibiu valor de Rf ainda
mais elevado, de 0,72.

Em todos os casos em que o metanol foi utilizado como a fase organica da fase maével,
as manchas referentes a daptomicina SQR e amostra se apresentaram bem delimitadas e com

a auséncia de rastros, além dos valores de R calculados serem adequados. No entanto, a fase
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movel escolhida como a melhor op¢édo foi a do Sistema 4. O principal motivo para isso € o
fato de ser a fase movel mais fécil de ser preparada entre elas, j& que ndo € necessario seu
ajuste de pH, ao contrario dos Sistemas 5, 6 e 7. Este fato permite maior agilidade as analises
de rotina do controle de qualidade, ja que o preparo da fase movel € mais simples e demanda
menor tempo. Além disso, entre elas, é a fase mdvel de menor custo, ja que ndo requer a
solucdo de hidréxido de sdédio para o seu preparo. Assim, o método por CCD desenvolvido

demonstrou ser adequado para auxiliar a identificacdo de daptomicina na forma farmacéutica.
5.3.3.2. Seletividade e estudo de degradacéo forcada
5.3.3.2.1. Analise da interferéncia do excipiente

Seletividade ¢é a capacidade de um método analitico em avaliar de forma inequivoca
o analito na presenca de componentes que normalmente podem estar presentes, tais como
impurezas, produtos de degradacdo e componentes da matriz (ICH, 2005). Desta forma, uma
eventual interferéncia dos adjuvantes que compdem o excipiente de uma forma farmacéutica
poderia tornar um método ndo-seletivo. Por tal motivo, foi realizado um ensaio para verificar
uma eventual interferéncia do hidroxido de sédio, unico adjuvante presente na forma
farmacéutica de daptomicina em p6 para solucdo injetavel, nas analises de CCD realizadas
pelo método desenvolvido. A Figura 5 apresenta o cromatograma obtido na analise do
excipiente. O ensaio foi realizado utilizando como fase movel &gua : metanol (10:90 v/v) e
fase estacionaria DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL C/UVzsa.
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Figura 5- Cromatograma obtido na anélise do excipiente da amostra de daptomicina em pé
para solucdo injetavel durante desenvolvimento de método de CCD para andlise da
daptomicina em po liofilizado. Fase estacionaria: DC-Fertigfolien ALUGRAM® Xtra SIL
C/UV2s4. Revelagdo: camara de luz UV em 365 nm. Fase madvel: dgua : metanol (10:90 v/v).

P: daptomicina SQR. E: excipiente (hidrdxido de sodio).

Como pode ser observado na Figura 5, nenhuma mancha foi formada a partir da
solucdo de hidroxido de sddio. Desta maneira, ndo ha nenhuma interferéncia do excipiente na
analise da daptomicina na forma farmacéutica pelo método de CCD desenvolvido, o que

mostra a seletividade do método.
5.3.3.2.2. Estudo de degradacéo forcada

A amostra de daptomicina em po liofilizado foi submetida a condi¢des forcadas de
degradacdo, em meios acido, alcalino, aquoso, oxidativo e fotolitico, com o objetivo de
avaliar a capacidade do método desenvolvido de detectar a degradacdo da daptomicina na
forma farmacéutica, além de verificar sua capacidade de revelar a presenca produtos de
degradacdo. Além disso, este ensaio teve como objetivo demonstrar que eventuais produtos de
degradacdo formados ndo interferem na analise da daptomicina, reforcando a seletividade do
método.

A Tabela 4 apresenta todos os dados obtidos na analise por CCD da degradacao
forcada da daptomicina em po liofilizado para solugdo injetavel. A Figura 6 mostra 0s

cromatogramas referentes a esta analise.



Tabela 4- Anélise por CCD da degradacdo forcada de daptomicina em po liofilizado para solucéo injetavel

Tempo ~
(h) Degradacdo aquosa Degradacéo fotolitica Degradac&o &cida Degradac&o alcalina Degradac&o oxidativa
DPT": Ri=0,64 DPT: Rf= 0,64 DPT: R¢= 0,64 DPT: R¢ = 0,64 DPT: R¢ = 0,64
0,0 Manchas extras: nao Manchas extras: ndo Manchas extras: ndo Manchas extras: ndo Manchas extras: ndo
apareceram apareceram apareceram apareceram apareceram
0,25 Idem tempo O h Idem tempo O h Idem tempo O h Idem tempo O h Idem tempo O h
A mancha da DPT ficou
0,5 menor do que nas outras
Idem tempo O h Idem tempo O h condicdes. O Ry permaneceu Idem tempo O h Idem tempo O h
0 Mesmo.
15 Idem tempo O h Idem tempo O h Idem tempo 0,50 h Idem tempo O h Idem tempo O h
DPT: R¢= 0,65 DPT: Rf= 0,65 DPT: R¢= 0,65
3,0 Manchas extras: Idem tempo O h Idem tempo 0,50 h Manchas extras: Manchas extras:
=0,70 R¢=0,70 =0,70
DPT: Ry = 0,66 A mancha da DP esta com DPT: Ry = 0,66 DPT: Ry = 0,66
6,0 Manchas extras: Idem tempo O h visivelmente menos intensa Manchas extras: Manchas extras:
=071 gue nos tempos anteriores Ri=0.71 =071
DPT: R¢= 0,65 DPT: Rf=0,65 DPT: R¢=0,65
24.0 (intensidade fraca) (intensidade fraca) (intensidade fraca)
’ Manchas extras: Idem tempo O h Idem tempo 6,0 h Manchas extras: Manchas extras:
R¢=0,69 R¢=0,69 Rf=0,69
DPT: R¢=0,64 DPT: Rf= 0,66 DPT: R¢=0,66
480 (intensidade fraca) (intensidade fraca) (intensidade fraca)
’ Idem tempo O h Idem tempo 6,0 h Manchas extras: Manchas extras:

Manchas extras:
=0,68

R¢=0,68

=0,68

1 DPT: amostra de daptomicina em po liofilizado para solucéo injetavel

—
N~
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Figura 6- Cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo forcada da amostra de
daptomicina em pd para solucdo injetavel obtidos durante desenvolvimento de método de
CCD para andlise da daptomicina em pé liofilizado. Fase estacionaria: DC-Fertigfolien
ALUGRAM® Xtra SIL C/UV2s4. Revelagdo: camara de luz UV em 365 nm. Fase movel: agua
: metanol (10:90 v/v). 1: daptomicina integra. 2: degradacgdo fotolitica (luz UVC 254 nm). 3:
degradacdo aquosa (H20, 60 °C). 4: degradacdo &cida (HCI 0,01 M, 60 °C). 5: degradacgdo
alcalina (NaOH 0,001 M, 60 °C). 6: degradacdo oxidativa (H202 0,3%, 60 °C). Os tempos de

analise estdo descritos no alto a esquerda de cada cromatograma.
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Através da analise dos dados obtidos, aparentemente a daptomicina foi mais estavel
em condigdes fotoliticas e menos estavel em condicGes &cidas, nas quais, em apenas 0,50 h,
foi possivel perceber que o tamanho da mancha referente ao farmaco havia diminuido,
sugerindo a ocorréncia de degradacdo. Apenas uma mancha adicional foi detectada nos
cromatogramas, sendo comum para as degradacdes aquosa, alcalina e oxidativa (com Ry de
aproximadamente 0,70), a qual surgiu apds 3 horas de degradagdo e permaneceu até a Ultima
analise, em 48 horas. A intensidade de cor das manchas referentes ao produto de degradacao
formado foi aumentando em cada analise subsequente realizada, ao passo que as manchas
referentes a daptomicina foram apresentando intensidade mais fraca.

Vale ressaltar que as manchas extras que se formaram se encontravam separadas das
manchas referentes ao farmaco nos cromatogramas, e isso indica que provavelmente ndo ha
interferéncia destes possiveis produtos de degradacdo na andlise da daptomicina na amostra
de pé liofilizado para solugdo injetavel. Este fato mostra a seletividade do método, que é um
pardmetro que deve ser demonstrado durante a validagdo de um método indicativo de
estabilidade (BLESSY et al., 2013). Os resultados também mostraram a capacidade indicativa
de estabilidade do método proposto, ja que foi capaz de detectar a degradacdo da daptomicina
e possiveis produtos de degradacdo. Assim sendo, 0 método de CCD desenvolvido pode ser
aplicado para analise qualitativa da daptomicina na forma farmacéutica de pé liofilizado para
solugdo injetavel em ensaios de rotina do Controle de Qualidade deste farmaco.

5.4. Espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV)
5.4.1. Considerac0es gerais

Diversas substancias farmacéuticas podem ser identificadas por meio da anélise de seu
espectro de absorcéo na regido do ultravioleta, cuja faixa de comprimento de onda no espectro
eletromagnético se apresenta entre 200-400 nm. Para a identificacdo de compostos, deve ser
feita uma comparacdo de espectro obtido frente ao espectro da substancia quimica de
referéncia (FB, 2010).

Empregando-se diferentes solventes (dgua, metanol, acido cloridrico e hidroxido de
s0dio), esta etapa do trabalho teve como objetivo observar as bandas de absor¢do méaxima da
daptomicina, assim como a influéncia do pH em suas caracteristicas de absorcao, e a partir
destes dados, escolher o melhor solvente para o desenvolvimento e validagdo de um método

qualitativo de analise da daptomicina na forma farmacéutica de pd liofilizado para solucéo
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injetavel por espectrofotometria no UV. Além disso, esta etapa do trabalho serviu como base
para o desenvolvimento e validacdo de método quantitativo por espectrofotometria da regido

do UV, o qual sera descrito posteriormente.
5.4.2. Material

Para a realizacdo das andlises, foi utilizado espectrofotometro UV-Vis Shimadzu®
(Kyoto, Japdo), modelo UV-1800, e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Os
solventes utilizados foram: agua purificada (obtida por osmose reversa - Millipore, Billerica,
EUA); metanol (Synth, Diadema, Brasil); solucdo de HCI 0,1 M, preparada a partir de solucéo
concentrada de HCI (Qhemis, Séo Paulo, Brasil) e solu¢do de NaOH 0,1 M, preparada a partir
de NaOH (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). A daptomicina SQR e amostra de pé liofilizado para
solucdo injetavel utilizadas foram descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente. Também foi

utilizado micropipetador modelo 20-200 uL (Digipet, PR, Brasil).
5.4.3. Meétodo
5.4.3.1. Analise da daptomicina SQR empregando diferentes solventes

Foram realizadas quatro pesagens do equivalente a 2,5 mg de daptomicina SQR. Estas
massas foram transferidas para quatro baldes volumétricos de 25 mL e os volumes foram
completados com &gua, metanol, HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M, respectivamente, obtendo-se
solucBes de 100 pg/mL. Destas solucdes, foram retiradas aliquotas de 1,2 mL, que foram
transferidas para balGes volumétricos de 10 mL, cujos volumes foram completados com os
respectivos solventes, resultando em solucdes de trabalho de 12 pg/mL. Os espectros de

absorcdo da SQR foram registrados na faixa de comprimento de onda entre 200 e 400 nm.
5.4.3.2. Analise da amostra de daptomicina e seletividade do método

Considerando que a agua foi escolhida como solvente para o desenvolvimento do
método qualitativo de analise da daptomicina na forma farmacéutica, foi preparada também
uma solucdo aquosa da amostra de daptomicina em pé liofilizado na concentracdo de
12 pg/mL. Para isso, primeiramente foi verificado o peso medio de trés frascos-ampola de
daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras, conforme descrito no
item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool de amostras, o equivalente a 2,5 mg de daptomicina foi

analiticamente pesado e transferido para baldo volumétrico de 25 mL, cujo volume foi
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completado com &gua purificada e em seguida a solucéo foi adequadamente homogeneizada.
Desta solucéo foi retirada uma aliquota de 1,2 mL, que em seguida foi transferida para bal&o
volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com agua purificada, resultando em uma
solugcdo com concentracdo teorica de 12 pug/mL. Esta solucao foi analisada na regido do UV
(200 a 400 nm) e seu espectro de absorcéo foi comparado com o espectro obtido a partir da
solugéo aquosa da daptomicina SQR.

Para verificar a seletividade do método, foi preparada uma solugcdo de placebo,
constituido apenas por NaOH, na mesma concentragdo que estaria na solucdo de
12 pg/mL de amostra de daptomicina em po liofilizado. Para isso, foi pesada uma massa de
10 mg de hidrdxido de sodio e transferida para baldo volumétrico de 100 mL, cujo volume foi
completado com agua purificada. Em seguida a solucdo foi adequadamente homogeneizada,
resultando em uma solucdo de 100 pg/mL de hidroxido de sodio. A partir desta solucéo, foi
transferida uma aliquota de 0,103 mL para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi
completado com &gua purificada, obtendo-se solucdo de 1,03 pg/mL, mesma concentracao de
hidroxido de sédio que teria uma solucdo de 12 pg/mL de amostra de po liofilizado de
daptomicina. Esta solucdo foi analisada na regido do UV (200 a 400 nm) e seu espectro de
absorcéo foi comparado ao obtido com a solucdo aquosa da daptomicina SQR, para verificar

se houve alguma interferéncia do excipiente na analise da daptomicina.
5.4.4. Resultados
5.4.4.1. Analise da daptomicina SQR empregando diferentes solventes

A Tabela 5 apresenta os comprimentos de onda de méaxima absorcdo determinados
para a daptomicina SQR e seus respectivos valores de absorvancia, nos diferentes solventes
testados.

Tabela 5- Comprimentos de onda de maxima absorcdo e seus respectivos valores de

absorvancia determinados para a daptomicina SQR (12 pg/mL) em diferentes solventes

Solvente Comprimento de onda (nm) Absorvancia
Agua purificada 221,0 0,390
Metanol 223,0 0,416
HCI 0,1 M 220,2 0,320

NaOH 0,1 M 223,6 0,350
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Nas Figuras 7 e 8 séo apresentados os espectros de daptomicina SQR nos diferentes
solventes.

Figura 7- Espectro de absorcdo da solucdo de daptomicina SQR com concentracdo de

12 ng/mL, na regido do ultravioleta, utilizando 4gua como solvente.

0543 T T T

0,400

Abs.

0,200

0,000 - B

-0.044 L L L
200,00 250,00 30000 350,00 400,00
nm.




77 Analise Qualitativa

Figura 8- Espectros de absorcdo da solugcdo de daptomicina SQR com concentragdo de
12 pg/mL, na regido do ultravioleta, utilizando 0S seguintes solventes: a) metanol; b)
HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M.
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5.4.4.2. Analise da amostra de daptomicina e seletividade do método

A Figura 9 apresenta a sobreposicdo dos espectros obtidos com a daptomicina SQR e
amostra de pd liofilizado, utilizando a agua como solvente. A Figura 10 mostra a
sobreposicao dos espectros obtidos com a daptomicina SQR e placebo (hidréxido de sédio),

utilizando também a 4gua como solvente.
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Figura 9- Sobreposicdo dos espectros de absorcdo da daptomicina SQR e amostra de pé
liofilizado para solucdo injetavel, na concentracdo de 12 pg/mL, utilizando &gua como
solvente.
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Figura 10- Sobreposicdo dos espectros de absorcdo da daptomicina SQR (12 pg/mL) e

solucdo de placebo (NaOH), utilizando dgua como solvente.
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5.4.5. Discussao

As técnicas espectrofotométricas, as quais incluem a espectrofotometria na regido do
ultravioleta, s@o baseadas na absorcdo da energia eletromagnética por moléculas, o que
depende tanto da sua concentracdo, quanto da sua estrutura quimica (FB, 2010). Desta forma,
0 espectro de absor¢do de uma substancia presente em solucéo é caracteristico, dependendo
da sua estrutura quimica. Assim, € possivel identificar uma substancia através da comparacao
do seu espectro em uma determinada faixa de comprimento de onda e o espectro da
substancia quimica de referéncia (FB, 2010; JP, 2011).

Para a caracterizagdo de um farmaco utilizando a espectrofotometria no UV, a
substancia deve ser dissolvida em um solvente apropriado. Obviamente, a escolha deste
solvente é muito importante. O principal critério a ser considerado € que ele ndo deve
absorver radiacdo ultravioleta na mesma regido que a substancia cujo espectro estd sendo
determinado (PAVIA et al., 2010). No caso dos solventes testados, nenhum deles apresenta
absorcéo na faixa espectral analisada.

A daptomicina SQR mostrou-se soluvel em todos os solventes testados, sendo eles a
agua, o metanol, o NaOH 0,1 M e o HCI 0,1 M. Quando usou-se a agua purificada como
solvente, o comprimento de onda de maxima absorc¢do foi de 221 nm (Figura 7). Com 0 uso
do HCI 0,1 M, este comprimento de onda apresentou-se ligeiramente inferior ao obtido com a
agua, em 220,2 nm (Figura 8b). J& com os outros dois solventes, NaOH 0,1 M e metanol
(Figura 8c e Figura 8a), os comprimentos de onda relativos aos maximos de absorcdo foram
de 223,6 e 223,0 nm, superiores aos obtidos com a agua e o HCI 0,1 M. Quando foram
utilizados os solventes NaOH 0,1 M e HCI 0,1 M, o farmaco apresentou espectros de absor¢ao
sugestivos de degradacdo, pois observou-se uma menor absorvancia em ambos 0s casos, no
comprimento de onda de maxima absor¢do da molécula.

Analisando-se todos os solventes testados e tendo em vista que 0s espectros em agua e
metanol foram semelhantes, optou-se pelo uso da &gua tanto para as analises qualitativas
quanto para o desenvolvimento do método quantitativo, ja que é um solvente de baixo custo e
ndo oferece riscos ao operador e ao meio ambiente. O fato de um método analitico ndo utilizar
solventes organicos para suas analises é altamente relevante nos dias de hoje, quando as
industrias buscam cada vez mais reduzir os impactos de suas atividades sobre o meio

ambiente.
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Assim, apo6s a escolha da 4gua como o solvente mais apropriado para as analises,
solucBes aquosas de 12 pg/mL de daptomicina SQR e amostra de po liofilizado para solucéo
injetavel foram analisadas e seus espectros de absor¢do foram comparados entre si. Os
espectros gerados foram muito parecidos, mantendo o maximo de absor¢cdo no comprimento
de onda em 221 nm, com uma pequena diferenca de absorvancia de 0,390 para daptomicina
SQR e 0,403 para daptomicina em po liofilizado para solucéo injetavel (Figura 9).

Também foi realizada andlise de solucdo aquosa do placebo, constituido apenas por
NaOH, para verificar a auséncia de interferéncia desta substancia na analise da daptomicina
pelo método desenvolvido (Figura 10). Assim, foi possivel observar que o NaOH n&o
apresenta nenhuma banda de absorcdo que pudesse interferir na anélise do farmaco. Este fato
demonstra a seletividade do método, parametro essencial para a validacdo de um método de
identificacdo, conforme descrito pelos guias do ICH e pela RDC n° 899 de 2003 (BRASIL,
2003; ICH, 2005). Com tudo isso, 0 método de espectrofotometria na regido do ultravioleta
desenvolvido pode ser usado para auxiliar a identificagdo da daptomicina na forma
farmacéutica de po liofilizado para solucdo injetavel em andlises de rotina do Controle de

Qualidade deste farmaco.
5.5. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
5.5.1. Consideragdes gerais

A CLAE é um dos mais importantes membros de uma familia de técnicas de
separacdo. Para realizar esta técnica, sdo necessarias pequenas colunas preenchidas de
materiais especialmente preparados e uma fase mdvel que é eluida sob altas pressdes, com
auxilio de equipamentos muito sofisticados, que podem ser completamente automatizados.
Este método se destaca por apresentar algumas propriedades especiais, tais como a capacidade
de realizar separacdes e analises quantitativas de uma grande quantidade de compostos
presentes em uma amostra em poucos minutos, com alta resolucdo, eficiéncia e sensibilidade
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997). Além disso, permite andlises repetitivas e
reprodutivas com a mesma coluna e possibilita o uso de uma ampla variedade de fases moveis
e estacionérias, 0 que contribui para sua posicao de destaque entre 0s métodos instrumentais
de anélise (JEFFERY et al., 1992).

A técnica de CLAE € mais usada para a analise quantitativa, no entanto pode ser muito
atil no auxilio a identificacdo de farmacos, através da comparacdo dos tempos de retencdo da
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amostra e da respectiva SQR. Quando as substancias analisadas s&o idénticas,
obrigatoriamente apresentardo o mesmo tempo de retencdo quando analisadas sob as mesmas
condicdes.

Existem varios solventes organicos que podem ser utilizados na composi¢do das fases
moveis cromatograficas, no entanto, o metanol e a acetonitrila sdo aqueles mais citados em
trabalhos publicados na literatura. O etanol, que é considerado um solvente ambientalmente
favoravel por causar menor impacto sobre 0 meio ambiente e ainda oferecer menos riscos a
salde dos operadores, ndo € muito mencionado (RIBEIRO et al., 2004). Considerando que as
indUstrias hoje em dia buscam minimizar os impactos de suas atividades sobre o meio
ambiente, o objetivo desta etapa do trabalho foi desenvolver um método de CLAE qualitativo
para a andlise da daptomicina na forma farmacéutica de pé liofilizado para solucédo injetavel,
utilizando o etanol como a fase orgénica da fase movel, devido as inimeras vantagens que ele
oferece. Além disso, esta etapa do trabalho serviu como base para o desenvolvimento e

validacdo de método quantitativo por CLAE, que seré descrito posteriormente.
5.5.2. Material

Para a analise cromatogréafica foram utilizadas daptomicina SQR e daptomicina em po
liofilizado para solugdo injetavel descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente.

Todas as solucdes e fases moveis utilizadas durante este trabalho foram preparadas a
partir de &gua ultrapurificada obtida através de equipamento Milli-Q Plus (Millipore,
Billerica, EUA). O etanol utilizado na preparacdo da fase movel possuia grau HPLC e foi
adquirido da J.T. Baker (México). A solucdo de acido acético utilizada para ajustar o pH das
fases modveis foi adquirida da J.T. Baker (México). As fases moveis, ap0s preparadas, foram
submetidas a degaseificagdo em banho ultrassdnico modelo USC2800A (Unique, SP, Brasil),
por 30 minutos. Todas as solucdes foram filtradas através de membrana de 0,45 um (Pall
Corporation, Michigan, EUA) antes de serem injetadas.

O equipamento de CLAE usado foi Waters, modelo 1525 (Waters Chromatography
Systems, CA, EUA), conectado a detector de UV/Visivel Waters 2487 e injetor manual 7725i
com loop de 20 pL (Rheodyne Breeze, CA, EUA). A separacdo cromatografica foi realizada
através de condigOes isocréticas de fase reversa em coluna Agilent Zorbax Cis, 5 pum, 4,6 X
150 mm (Agilent, Santa Clara, CA, EUA). As areas dos picos foram integradas usando o

software Empower®,
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Também foi usado cromatografo Shimadzu® (Kyoto, Japdo) auto injetor modelo SIL-
10A, acoplado a detector por arranjo de diodos (DAD) Shimadzu® modelo SPD-M10A, para
a analise da pureza do pico da daptomicina durante a analise da amostra de po liofilizado. O
software utilizado neste caso foi o LC Solution®. Estas andlises foram realizadas no
Laboratorio NUBB 2, localizado no Instituto de Quimica da UNESP, em Araraquara.

Os seguintes materiais também foram utilizados: balanca analitica modelo H51
(Mettler Toledo, Barueri, Brasil), micropipetador modelo 20-200 uL (Digipet, PR, Brasil) ¢

peagdmetro.
5.5.3. Método
5.5.3.1. Preparo da solugéo de daptomicina SQR

As solucdes de daptomicina SQR foram preparadas na concentracdo de 40 pg/mL.
Para isso, foi pesado o equivalente a 5,0 mg de daptomicina SQR (descrita no item 4.2) e
transferido para baldo volumétrico de 50 mL. O volume do baldo foi completado com fase
movel e em seguida a solucdo foi adequadamente homogeneizada, resultando em solucéo
estoque com concentracdo de 100 pg/mL. Depois disso, aliquota de 2 mL desta solucéo foi
transferida para baldo volumétrico de 5 mL e o volume foi completado com fase movel,
resultando em solucgdo de trabalho na concentracdo de 40 pg/mL. Esta solucéo foi submetida a
filtracdo através de membrana de 0,45 um antes das injecdes.

5.5.3.2. Preparo da solugdo de daptomicina amostra

As solucdes de daptomicina amostra de pé liofilizado também foram preparadas na
concentracdo de 40 pg/mL. Para isso, primeiramente foi verificado o peso médio de trés
frascos-ampola de daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras,
conforme descrito no item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool, o equivalente a 5,0 mg de
daptomicina foi analiticamente pesado e transferido para baldo volumétrico de 50 mL, cujo
volume foi completado com fase moével e em seguida a solucdo foi adequadamente
homogeneizada, resultando em uma solucéo estoque de 100 pg/mL. Depois disso, aliquota de
2 mL desta solucgéo foi transferida para baldo volumétrico de 5 mL e o volume foi completado
com fase movel, resultando em solucdo de trabalho na concentracdo tedrica de 40 pg/mL.

Esta solucéo foi submetida a filtracdo através de membrana de 0,45 pum antes das injecoes.
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5.5.3.3. Preparo das fases moveis

Misturas de &gua e etanol foram preparadas em diferentes propor¢des antes de serem
colocadas no equipamento. Cada fase movel foi filtrada e levada ao ultrassom por 30 minutos

para degaseificacdo antes do uso.
5.5.3.4. Ensaios preliminares

Ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de encontrar condigdes
favoraveis para a caracterizacao e posterior quantificacdo da daptomicina em pé para solucéo
injetavel, bem como reduzir a assimetria do pico, os danos para o sistema cromatogréafico e
para 0 meio ambiente. A Tabela 6 apresenta os pardmetros testados durante os testes
preliminares.

Tabela 6- Parametros cromatograficos testados durante ensaios preliminares para
desenvolvimento de método por CLAE, para quantificacdo de daptomicina em po liofilizado

para solugdo injetavel

Parametro Descricao

Coluna . )
cromatografica Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 um) (Santa Clara, CA, EUA)

agua : etanol (70 : 30, v/v)

agua : etanol (45 : 55, v/v)
agua : etanol (70 : 30, v/v) pH 3,5 (ajustado com acido acético glacial)
agua : etanol (40 : 60, v/v) pH 4,5 (ajustado com acido acético glacial)
agua : etanol (45 : 55, v/v) pH 4,5 (ajustado com acido acético glacial)
agua : etanol (50 : 50, v/v) pH 4,5 (ajustado com &cido acético glacial)

Fases moveis

0,5
0,6
Vazdes (mL/min) 0,8
1,0
1,5

A partir dos resultados obtidos, foi possivel estabelecer os parametros ideais para a
realizacdo do metodo. Estas condigdes estdo apresentadas na Tabela 7.
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Tabela 7- Pardmetros estabelecidos para a determinagdo de daptomicina em po liofilizado
para solucdo injetavel pelo método de CLAE

Parametros Descricao
agua : etanol (45 : 55, v/v) pH 4,5 (ajustado com acido acético
Fase movel glacial)

Coluna analitica Agilent Zorbax Cig (150 X 4,6 mm; 5 pm)

Deteccéo 221 nm
Vazao 0,6 mL/min
Volume de injecédo 20 pL
Temperatura 25°C+2°C
Tempo de retencdo + 5,7 minutos

5.5.3.5. Teste de conformidade dos sistemas cromatogréaficos

O teste de conformidade de sistemas cromatograficos € uma etapa essencial durante o
desenvolvimento de um método, ja& que tem como objetivo assegurar que 0S parametros
cromatograficos selecionados para a analise estdo aptos a fornecer resultados com precisao e
exatidao aceitaveis e confiaveis (PASCHOAL et al., 2008).

Com este propdsito, cada condicdo cromatografica testada foi avaliada quanto a
conformidade do sistema, através do célculo dos seguintes parametros: tempo de retencdo
(tr), nimero de pratos (N) e os fatores de cauda (FC), de assimetria (As) e de retencédo (k).

Além disso, apds a selecdo do sistema cromatografico com melhor desempenho no
teste de conformidade, foi realizada uma analise mais aprofundada da conformidade deste
sistema, analisando-se 6 cromatogramas de daptomicina SQR obtidos sob estas condicdes.

Os valores de tr foram fornecidos pelo software do equipamento de CLAE utilizado.

O numero de pratos foi calculado segundo a Equacéo 2.

N = 554 X (tg/Wsp)? Equacéo 2
Em que:
tr = tempo de retengdo (em minutos)

Wsp = largura do pico a meia altura
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Os fatores de cauda (FC) e de assimetria (As) foram calculados segundo as Equacoes 3
e 4, respectivamente, sendo As calculado a 10% da altura do pico, e FC calculado a 5% desta

altura. A Figura 11 mostra as medidas relacionadas ao célculo destes parametros.

FC =(a+b)/2a Equacéo 3
As=b/a Equacéo 4

Em que:
a e b = distancias entre o sinal méximo do pico até as linhas verticais e perpendiculares
a linha de base que interceptam o trago a 5% (para o célculo do FC) ou 10% (para o

calculo de As) de sua altura (Figura 11).

Figura 11- Medidas relacionadas a determinacdo dos fatores de cauda (FC) e assimetria do

pico cromatografico (As), calculados pelas Equages 3 e 4.

Fonte: PASCHOAL et al., 2008.

O fator de retencéo (k), por sua vez, foi calculado através da Equacéo 5.

K = (tR - to) Equacdo 5
to

Em que:
tr = tempo de retencédo
to = tempo de retencdo do composto ndo-retido

As equacOes foram baseadas em COLLINS; BRAGA; BONATO (2006) e
PASCHOAL et al. (2008).



Analise Qualitativa 86

5.5.3.6. Analise da amostra de daptomicina e seletividade do método

Apos a selecdo da fase movel mais adequada, foi realizada a analise da seletividade do
método, para verificar se ha interferéncia do excipiente nas analises e assim validar o método
qualitativo conforme os guias do ICH e RDC 899 de 2003 (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Para isso, foi preparada uma solugdo de placebo, constituido apenas por hidroxido de
sodio, na mesma concentracdo que ele estaria em uma solucdo de 40 pg/mL de amostra de
daptomicina em po liofilizado. Para isso, foi pesada uma massa de 10 mg de hidroxido de
sodio e transferida para baldo volumétrico de 100 mL. O volume do baldo foi completado
com A&gua ultrapurificada e em seguida a solucdo foi adequadamente homogeneizada,
resultando em solugdo com concentragdo de 100 pug/mL. A partir desta solucdo, foi transferida
uma aliquota de 0,172 mL para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com
agua ultrapurificada, obtendo-se uma solucdo de 1,72 pg/mL, mesma concentracdo de
hidréxido de sédio que teria uma solucdo de 40 pg/mL de amostra de pé liofilizado de
daptomicina. Esta solucéo foi submetida a filtracdo através de membrana de 0,45 um antes de
ser injetada no equipamento. Apos a sua analise, seu cromatograma foi comparado ao obtido
com a solucdo da daptomicina SQR, para verificar que ha alguma interferéncia do excipiente
na andlise da daptomicina.

Além disso, foi realizada a analise de uma solugdo de amostra de daptomicina em po
liofilizado para avaliar a pureza do pico da daptomicina e certificar que ndo ha nenhuma
interferéncia da matriz. Para isso, uma solucdo de amostra de daptomicina foi preparada de
acordo com o descrito no item 5.5.3.2 e analisada em cromatdgrafo Shimadzu® (Kyoto,
Japdo) Auto Injector modelo SIL-10A, acoplado a detector por arranjo de diodos (DAD)
Shimadzu® modelo SPD-M10A.

A seletividade do método quanto aos produtos de degradacdo foi avaliada e sera

descrita em etapa posterior do trabalho, durante a validacdo de ensaio quantitativo por CLAE.
5.5.4. Resultados
5.5.4.1. Ensaios preliminares

Durante os ensaios preliminares, foram testadas as seguintes combinagdes de

parametros descritos na Tabela 6.
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Sistema 1: Fase mdvel: agua : etanol (70 : 30, v/v) (sem ajuste de pH); vazdo:

0,8 mL/min.

Sistema 2: Fase movel: agua : etanol (70 : 30, v/v) pH 3,5 (ajustado com &cido acético

glacial); vazdo: 0,8 mL/min.

Sistema 3: Fase movel: agua : etanol (70 : 30, v/v) pH 3,5 (ajustado com &cido acético

glacial); vazdo: 1,0 mL/min.

Sistema 4: Fase movel: agua : etanol (70 : 30, v/v) pH 3,5 (ajustado com &cido acético

glacial); vazdo: 1,5 mL/min.

Sistema 5: Fase movel: agua : etanol (50 : 50, v/v) pH 4,5 (ajustado com &cido acético

glacial); vazéo: 0,8 mL/min.

Sistema 6: Fase movel: agua : etanol (50 : 50, v/v) pH 4,5 (ajustado com &cido acético

glacial); vazdo: 1,0 mL/min.

Sistema 7: Fase movel: agua : etanol (45 : 55, v/v) (sem ajuste de pH); vazdo:

0,6 mL/min.

Sistema 8: Fase movel: agua : etanol (45 : 55, v/v) (sem ajuste de pH); vazdo:

0,8 mL/min.

Sistema 9: Fase mdvel: agua : etanol (45 : 55, v/v) pH 4,5 (ajustado com &cido acético

glacial); vazdo: 0,8 mL/min.

Sistema 10: Fase mdvel: &gua : etanol (45 :

acetico glacial); vazdo: 0,6 mL/min.

Sistema 11: Fase movel: agua : etanol (40 :

acetico glacial); vazdo: 0,5 mL/min.

Sistema 12: Fase movel: agua : etanol (40 :

acetico glacial); vazdo: 0,6 mL/min.

Sistema 13: Fase movel: agua : etanol (40 :

acetico glacial); vazdo: 0,8 mL/min.

Sistema 14: Fase movel: agua : etanol (40 :

acetico glacial); vazdo: 1,0 mL/min.

95,

60,

60,

60,

60,

v/v) pH 4,5 (ajustado com &cido

v/v) pH 4,5 (ajustado com &cido

v/v) pH 4,5 (ajustado com &cido

v/v) pH 4,5 (ajustado com acido

v/v) pH 4,5 (ajustado com acido

A Tabela 8 apresenta os resultados obtidos através da analise dos sistemas

cromatograficos realizada para todos os sistemas testados.
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Tabela 8- Anélise de conformidade do sistema obtida para os sistemas cromatogréficos
testados durante os testes preliminares para desenvolvimento de método qualitativo de CLAE

Conformidade dos sistemas cromatogréaficos

Sistema tr (Min) N FC As k
(> 2000)! (<2,0)* (<2,0)! (>2,0)¢

1 * * * * *
2 * * * * *
3 * * * * *
4 * * * * *
5 7,768 1768,41 1,32 1,05 3,09
6 6,185 1751,72 1,25 1,06 2,26
7 ** ** ** ** **
8 4,291 1895,91 2,75 2,42 1,26
9 4,480 1891,97 1,12 1,07 1,36
10 5,858 2246,44 1,20 1,14 2,08
11 4,739 2135,42 1,10 1,00 1,49
12 3,972 2974,14 1,13 1,00 1,09
13 2,905 1288,61 1,17 1,20 0,53
14 2,360 2100,11 1,05 0,95 0,24

L Valor de referéncia (FDA, 1994)

* N&o foi possivel calcular a conformidade dos sistemas cromatogréficos de 1 a 4, porque ndo houve formacéao
de picos (até 20 minutos de corrida).

** Ndo foi possivel calcular os parametros de conformidade do sistema cromatografico 7, porque ndo houve a
formacdao de um pico bem delimitado, mas sim um pico disforme, o qual inviabilizou o célculo.

A Figura 12 mostra os cromatogramas referentes aos Sistemas 5 a 14. Os Sistemas 1 a

4 ndo apresentaram picos nos cromatogramas, portanto ndo estao representados com figuras.
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Figura 12- Cromatogramas referentes aos Sistemas 5 a 14, obtidos durante 0s ensaios

preliminares para a analise da daptomicina por CLAE.
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A Figura 13 apresenta o cromatograma obtido com o Sistema 10, considerado o

melhor sistema testado, e a Tabela 9 apresenta os resultados de uma anélise mais aprofundada

de sua adequabilidade.

Figura 13- Cromatograma de daptomicina SQR (40 pg/mL) obtido pelo Sistema 10 durante

0s ensaios preliminares para a analise da daptomicina por CLAE. Fase movel: &gua : etanol

(45:55, v/v) pH 4,5 ajustado com acido acético glacial. Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cig

(150 x 4,6 mm; 5 um).
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Tabela 9- Analise de conformidade do Sistema 10 - fase mével: agua : etanol (45:55, v/v) pH

4,5 ajustado com &cido acético glacial; fase estacionaria: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm;

5 um)
Conformidade do sistema cromatogréafico
. N FC A k < .
tr (mMin) (> 2000)* (< 2,0) (< 2’50)1 > 2,0)! Area do pico (AU)
5,858 2328,87 1,12 1,07 2,08 1983908
5,743 2238,33 1,12 1,07 2,02 1910405
5,743 2238,33 1,12 1,07 2,02 1927488
5,720 2220,43 1,12 1,07 2,01 1955889
5,715 2216,67 1,08 1,07 2,01 1929113
5,715 2216,55 1,12 1,07 2,01 1952269
Média 5,749 2243,20 1,11 1,07 2,026 1943179
DPR*% 0,96 1,92 1,47 0,00 1,43 1,35

1Valor de referéncia (FDA, 1994)

2 DPR: desvio padrao relativo
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5.5.4.2. Analise da amostra de daptomicina e seletividade do método

A Figura 14 apresenta a sobreposi¢do dos cromatogramas obtidos com a daptomicina

SQR e amostra de po liofilizado sob as condi¢cdes cromatograficas descritas no Sistema 10
[fase mdvel: agua : etanol (45:55, v/v) pH 4,5 ajustado com &cido acético glacial; coluna
analitica: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 um); vazdo: 0,6 mL/min], considerado o
melhor sistema entre os testados. A Figura 15 mostra a sobreposi¢do dos espectros obtidos

com a daptomicina SQR e placebo (hidroxido de sodio), também sob as mesmas condicdes.

Figura 14- Sobreposicdo de cromatogramas de daptomicina SQR e em pd para solugédo
injetavel (40 pg/mL) obtidos pelo método de CLAE desenvolvido. Fase movel: gua : etanol

(45:55, viv) pH 4,5 ajustado com &cido acético glacial; coluna analitica: Agilent Zorbax Cig

(150 x 4,6 mm; 5 um); vazdo: 0,6 mL/min.
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Figura 15- Sobreposicdo de cromatogramas de daptomicina SQR e solucéo de placebo para a
andlise da seletividade do método de CLAE desenvolvido. Fase mével: agua : etanol (45:55,
v/v) pH 4,5 ajustado com acido acético glacial; coluna analitica: Agilent Zorbax Cig (150 x

4,6 mm; 5 um); vazao: 0,6 mL/min. DPT: daptomicina.

0.120; _
r =DFT 50K
0.110- = Excipiente

0.100-
0.090

0.080-
0.0701
0.060-

0.050
0.040-

0.030
0.020

0.010 \
0.000+ —— B

AT

T TEAEY RNy v e . B
Minutes

Também foi preparada uma solugdo de amostra de daptomicina em pé liofilizado e

esta foi analisada em equipamento de CLAE acoplado a detector por arranjo de diodos para

verificar a pureza do pico da daptomicina. A pureza encontrada foi de 100%.
5.5.5. Discussao

A escolha da composicao das fases mdveis que foram testadas nos testes preliminares
levou em consideracdo dois fatores: o primeiro deles é o uso do etanol como a fase organica
da fase mdvel, visto que é um solvente ambientalmente favoravel, apresenta facil descarte e
ainda oferece menos riscos para a salde dos operadores que outros solventes mais comumente
usados para esta finalidade (RIBEIRO et al., 2004); e o0 segundo € a ndo utilizacdo de solucdes
tampdo na sua composicao, considerando que os sais que compdem estas solugdes tendem a
se precipitar e depositar nas colunas e em todo o sistema cromatografico, reduzindo sua vida
atil. Além disso, o uso de tampdes demanda longas lavagens do sistema cromatogréafico apds
0 Seu uso, 0 que gera maior consumo de energia e solventes.

Na literatura, trabalhos que mencionam o uso do etanol como constituinte da fase
movel ndo sdo tdo comuns quanto aqueles em que se faz o uso de outros solventes, tais como
0 metanol e a acetonitrila. Esta tendéncia vem do fato de que misturas de agua com o etanol

geram solucdes mais viscosas que as formadas com os outros solventes citados, e isto causa
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um aumento das pressoes de trabalho. Este fato era considerado um problema muitos anos
atrés, quando os equipamentos de CLAE ndo suportavam pressdes mais elevadas, o que ndo
ocorre com equipamentos mais modernos, 0s quais suportam pressdes muito mais altas. Isto
tornou viavel o uso do etanol para métodos de CLAE (RIBEIRO et al., 2004). Portanto, a
cultura de ndo se usar o etanol em CLAE por este motivo, hoje em dia, ndo se aplica mais.
Além disso, estudos mostram que misturas de etanol e agua apresentam boas propriedades
cromatograficas quando usadas com colunas de fase reversa Cg e Cis (MIYABE;
TAKEUCHI; TEZUCA, 1999; RIBEIRO et al., 1999; RIBEIRO et al., 2004).

Outro motivo pelo qual o etanol € um solvente pouco utilizado em métodos
cromatograficos é o fato de que em alguns paises, como por exemplo, os Estados Unidos,
onde muitos métodos sdo desenvolvidos, ha um rigido controle sobre a comercializacdo deste
solvente (RIBEIRO et al., 2004).

Quanto ao risco para os operadores, 0s seres humanos séo sensiveis a intoxicacéo por
metanol, a qual ocorre mais frequentemente apds a sua ingestdo, mas que também pode dar-se
apos a inalacdo de altas concentracdes de vapor e pela absorcdo percutanea. Além disso, o
metanol é metabolizado e excretado mais lentamente que o etanol (WHO, 1997). Quanto a
acetonitrila, a exposi¢cdo do operador a este solvente organico pode causar efeitos adversos a
salde. Um dos produtos do seu metabolismo € o cianeto, o qual é a causa da maior parte da
toxicidade desta substancia. Além disso, a acetonitrila € rapidamente absorvida pelos pulmdes
e pela pele, favorecendo a intoxicacdo ocupacional (WHO, 1993).

Para o desenvolvimento satisfatorio de um método analitico cromatogréafico, é
necessario assegurar que todos os parametros escolhidos estejam aptos a fornecer resultados
com precisdo e exatiddo aceitidveis e confidveis. Para isso, como etapa inicial do
desenvolvimento analitico, deve-se realizar testes experimentais de conformidade do sistema
cromatografico, os quais incluem a avaliacdo de alguns parametros, tais como o fator de
retencdo, o fator de cauda, o nimero de pratos e fator de assimetria (PASCHOAL et al.,
2008). Esta etapa é considerada como obrigatéria pelo ICH (2005) para o processo de
validacdo de métodos cromatograficos. Por tais motivos, a primeira etapa do processo de
desenvolvimento do método qualitativo por CLAE foi a analise da conformidade do sistema.
Todas as combinagfes de pardmetros testadas foram submetidas a analise para verificar qual
delas apresentou 0 melhor desempenho.

Entre todos os sistemas testados, o de niamero 10 foi 0 que apresentou em conjunto 0s

melhores resultados de conformidade do sistema, como pode ser observado na Tabela 8. E
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recomendado que os valores calculados para os fatores de cauda e de assimetria sejam
inferiores a 2,0; 0 numero de pratos deve ser maior do que 2000 e o fator de retencéo deve ser
superior a 2,0 (FDA, 1994). O Sistema 10, baseado em fase movel composta por dgua : etanol
(45:55, viv) pH 4,5 ajustado com acido acético glacial, coluna analitica Agilent Zorbax Cis
(150 x 4,6 mm; 5 um), vazdo: 0,6 mL/min e detecgdo no UV em 221 nm, foi o Unico dos
sistemas testados a apresentar resultados satisfatorios em todos estes quesitos, por isso foi 0
escolhido para a realizacdo do método.

Apos a selecdo do melhor sistema cromatografico, foi realizada uma analise mais
aprofundada de sua conformidade e os resultados estdo expostos na Tabela 9. Para isso, foi
realizada a analise de seis cromatogramas diferentes obtidos sob as condi¢Ges cromatograficas
do Sistema 10. Esta analise confirmou que os parametros cromatograficos escolhidos sédo
capazes de fornecer resultados com precisdo e exatiddo confiaveis, visto que todos os
pardmetros se mantiveram em conformidade com o que é estabelecido pelo FDA (1994).

O comprimento de onda de detecgdo no UV estabelecido para todas as analises foi de
221 nm. Este comprimento de onda foi o escolhido por representar 0 maximo de absor¢do da
molécula de daptomicina quando analisada por varredura na faixa do UV (200-400 nm), como
pode ser visto na Figura 7, durante o desenvolvimento do método de espectrofotometria na
regido do UV.

O tempo de andlise estabelecido foi de 8 minutos (com tempo de retencdo da
daptomicina de + 5,8 minutos) e a vazdo foi de 0,6 mL/min. Ambos os parametros sdo
considerados relativamente baixos para um método de CLAE e representam outra vantagem
do método proposto, ja que por tais motivos o consumo de solventes organicos e de energia
elétrica sdo menores, 0 que contribui com o meio ambiente e também economicamente com a
indUstria farmacéutica.

Quanto a pressdo na coluna, alvo de preocupacdo quando se usa o etanol na
composicdo da fase mdvel, ela se apresentou consideravelmente abaixo do limite permitido
pelo equipamento (em torno de 1300 psi, sendo que o limite é de 4000 psi). Este fato pode ser
atribuido ao tamanho da coluna (150 mm) e também a baixa vazdo. Desta forma, a pressdo
ndo se apresentou como um fator limitante para o método.

Apos a escolha do sistema cromatografico mais apropriado, foi realizada a analise de
solugdo da daptomicina em pd liofilizado para solucéo injetavel, de modo a conferir se o
método é adequado para auxiliar na identificagdo do fa&rmaco na forma farmacéutica. Desta

forma, foram preparadas solug¢des de daptomicina SQR e amostra, nas mesmas concentragoes,
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e estas foram analisadas pelo método proposto. Depois disso, os cromatogramas obtidos
foram comparados entre si e ambos se mostraram idénticos, como pode ser observado na
Figura 14.

Tambem foi realizada analise de solugdo do placebo, constituido apenas por NaOH,
para verificar a auséncia de interferéncia desta substancia na andlise da daptomicina pelo
método desenvolvido (Figura 15). Assim, foi possivel observar que o NaOH ndo gerou
nenhum pico ou interferéncia na analise do antimicrobiano. Este fato demonstra a seletividade
do método, parametro essencial para a validacdo de um método de identificacdo, conforme
descrito pelos guias do ICH e pela RDC n° 899 de 2003 (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Para confirmar a seletividade do método, a pureza do pico da daptomicina obtido com
a solucdo de amostra de po liofilizado foi analisada em equipamento de CLAE acoplado a
detector de arranjo de diodos. Neste ensaio, foi possivel verificar que o pico da daptomicina
se encontra em uma porcentagem de 100% de pureza e isto mostra que ndo h& nenhuma
interferéncia dos componentes da sua matriz na andlise. Este fato confirma a seletividade do
método.

Em etapa posterior do trabalho, a capacidade indicativa de estabilidade deste método
também sera demonstrada, durante desenvolvimento e validacdo de método quantitativo para
analise da daptomicina por meio de CLAE.

A CLAE pode ser muito atil no auxilio a identificacdo de farmacos, através da
comparacdo dos tempos de retencdo da amostra e da respectiva SQR, quando usada em
conjunto com outros métodos, tais como espectrometria no infravermelho, espectrofotometria
do UV, espectrometria de massas, entre outros (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997).

Por fim, o método de CLAE desenvolvido pode ser usado para auxiliar na
identificacdo da daptomicina na forma farmacéutica de pé liofilizado para solucao injetavel

em analises de rotina do Controle de Qualidade deste farmaco.
5.6. Eletroforese capilar (EC)
5.6.1. Consideragdes gerais

A eletroforese capilar € um método de separacdo que vem sendo cada vez mais
utilizado na atualidade, tanto para analises qualitativas, quanto para analises quantitativas de
compostos. Isto e resultado de sua simplicidade instrumental, de seu baixo custo analitico, da

variedade dos modos de separagdo que podem ser efetuados em uma unica coluna capilar e da
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ampla variedade de compostos passiveis de anélise em cada modo (TAVARES, 1997). Separa
desde pequenas moléculas, organicas ou inorganicas, até aquelas maiores e mais complexas
(SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

Na EC, a separacdo de compostos i6nicos ou ionizados ocorre no interior de um
capilar, sob a influéncia de um campo elétrico. Os solutos sdo dissolvidos em uma solucao
eletrolitica (ou eletrolito), a qual é uma eficaz condutora de eletricidade e peca fundamental
para a separacdo eletroforética (PETERSEN; MOHAMMAD, 2001; FB, 2010; SPUDEIT,;
DOLZAN; MICKE, 2012). Esta solucdo, tamponante, normalmente é constituida em sua
maior parte por 4gua e utilizada em volumes muito baixos para cada analise. Desta forma, a
EC é considerada ambientalmente favoravel, pois gera poucos residuos e toxicidade para
operadores e meio ambiente (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

Considerando todas as vantagens que a EC oferece e por ser considerada uma técnica
complementar a CLAE para a identificagdo de compostos, o objetivo deste estudo foi
desenvolver um método de EC qualitativo para auxiliar na identificagdo da daptomicina em
po liofilizado para solucéo injetavel. Alem disso, esta etapa do trabalho serviu como base para
o desenvolvimento e validacdo de método quantitativo por EC, que serd descrito na se¢édo
“Analise Quantitativa”.

Este método foi desenvolvido no Laboratério de Técnicas de Separacao e Controle de
Qualidade de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — USP.

5.6.2. Material

Para a andlise eletroforética foram utilizadas daptomicina SQR e daptomicina em pé
liofilizado para preparagdes injetaveis descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente.

Os eletrdlitos de corrida utilizados neste trabalho foram preparados a partir de agua
ultrapurificada obtida através de equipamento Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, EUA).
Fosfato de potassio dibasico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e fosfato de potassio monobasico
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) também foram utilizados para o preparo dos eletrélitos de
corrida. O eletrdlito, depois de preparado, foi submetido a degaseificagdo em banho
ultrassonico SoniClean 2PS (Sanders Medical, Santa Rita do Sapucai, Brasil), por 10 minutos.
Todas as solugdes foram filtradas através de membrana de 0,45 pm (Pall Corporation,
Michigan, EUA) antes de serem submetidas a analise.
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O equipamento de eletroforese capilar usado foi o P/AC® MDQ Capillary
Electrophoresis System (Beckman Coulter, Brea, Califérnia, EUA), com detector por arranjo
de diodos (DAD). O software LC Solution foi utilizado para a analise dos eletroferogramas.

As analises foram realizadas em capilar de silica fundida, ndo revestido, com diametro
interno de 50 um e comprimento total de 21 cm.

O software Microsoft Excel (2013) foi utilizado para a construcdo da curva analitica.

Os seguintes equipamentos também foram utilizados: banho-maria modelo Q334M
(Quimis, Diadema, Brasil); balanca analitica modelo CPA225D (Sartorius, Gottingen,

Alemanha); micropipetador modelo 20-200 uL (Digipet, Curitiba, Brasil).
5.6.3. Meétodo
5.6.3.1. Preparo da solucéo de daptomicina SQR

As solucbes de daptomicina SQR foram preparadas na concentracdo de
100 pg/mL. Para isso, primeiro foi pesado o equivalente a 10,0 mg de daptomicina SQR
(descrita no item 4.2) e transferido para baldo volumétrico de 20 mL. O volume do bal&o foi
completado com &gua ultrapurificada e em seguida a solucdo foi adequadamente
homogeneizada, resultando em solucdo estoque com concentracdo de 500 pg/mL. Depois
disso, aliquota de 0,2 mL desta solucdo foi transferida para baldo volumétrico de 1 mL e o
volume foi completado com agua ultrapurificada, resultando em solucdo de trabalho na
concentracdo de 100 pg/mL. Esta solucdo foi submetida a filtracdo através de membrana de

0,45 um antes de ser submetida a analise.
5.6.3.2. Preparo da solucdo de daptomicina amostra

As solucdes de daptomicina amostra de p6 liofilizado também foram preparadas na
concentracdo teorica de 100 pg/mL. Para isso, primeiramente foi verificado o peso médio de
trés frascos-ampola de daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras,
conforme descrito no item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool, o equivalente a 10,0 mg de
daptomicina foi analiticamente pesado e transferido para baldo volumétrico de 20 mL. O
volume do baldo foi completado com agua ultrapurificada e em seguida a solugdo foi
adequadamente homogeneizada, resultando em uma solugéo estoque de 500 pg/mL. Depois
disso, aliquota de 0,2 mL desta solucdo foi transferida para baldo volumétrico de 1 mL e o

volume foi completado com &gua ultrapurificada, resultando em solugdo de trabalho na
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concentracdo de 100 pg/mL. Esta solugdo foi submetida a filtracdo por membrana de 0,45 pm
antes de ser submetida a analise.

5.6.3.3. Preparo dos eletrdlitos

Solucdes tampao fosfato de potassio foram preparadas em diferentes concentracdes e
valores de pH para a realizagcdo dos ensaios preliminares. Cada eletrolito foi filtrado em
membrana de 0,45 pum e levado ao ultrassom por 10 minutos para degaseificacdo antes do

uso.
5.6.3.4. Condicionamento do capilar

O condicionamento inicial do capilar foi realizado através de lavagens de 20 minutos
com cada uma das solucdes a seguir, exatamente nesta ordem: solucdo de NaOH 0,1 M, agua
ultrapurificada, solucdo de NaOH 0,1 M, agua ultrapurificada e eletrdlito de corrida. O
condicionamento diario do capilar consistiu em lavagens com solucdo de NaOH 0,1 M, agua
ultrapurificada e eletrélito por 10 minutos, cada um. Para as demais corridas, o capilar foi
submetido ao pré-condicionamento por meio de lavagem com NaOH 0,1 M, agua e eletrdlito,

por 30 segundos, 30 segundos e 1 minuto, respectivamente.
5.6.3.5. Ensaios preliminares

Ensaios preliminares foram realizados para encontrar as melhores condigdes para a
caracterizacdo e posterior quantificacdo da daptomicina em p6 liofilizado para solucdo
injetavel. A Tabela 10 apresenta os parametros testados durante os testes preliminares.
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Tabela 10- Pardmetros eletroforéticos testados durante ensaios preliminares para
desenvolvimento de método por EC, para identificacdo e quantificacdo de daptomicina em pé

liofilizado para solucéo injetavel

Parametro Descricao

Capilar Capilar de silica fundida, ndo revestido, com didmetro interno de
P 50 um e comprimento total de 21 cm
Tampao fosfato de potassio pH 7,0 50 mM
Tampdo fosfato de potassio pH 7,0 25 mM

Eletrolito Tampéo fosfato de potéssio pH 7,0 15 mM
10
Tenséo (kV) 15
18
20

A partir dos resultados obtidos, foi possivel estabelecer os parametros ideais para a

realizacdo do método. Estas condi¢des estdo apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11- Pardmetros estabelecidos para a determinacdo de daptomicina em po liofilizado
para solucdo injetavel pelo método de EC

Parametros Descricdo
Capilar Capilar de silica fundida, néo_ revestido, com didmetro interno
de 50 um e comprimento total de 21 cm
Eletrolito Tampdo fosfato de potassio pH 7,0 15 mM
Deteccéo 200 nm
Tenséo (kV) 15

Temperatura do

cartucho (°C) 25

5.6.3.6. Teste de conformidade do sistema eletroforético

Assim como para métodos cromatograficos, a analise de conformidade de sistemas
eletroforéticos também é essencial para garantir que 0s parametros selecionados para a analise
estdo aptos a fornecer resultados com precisdo e exatiddo aceitaveis e confiaveis.

Desta forma, o sistema eletroforético escolhido foi avaliado quanto ao tempo de
migracdo (tm), 0 numero de pratos (N) e os fatores de cauda (FC) e de assimetria (As). Estes

parametros foram calculados pelo software do equipamento de eletroforese capilar utilizado.
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Para isso, foram realizadas seis inje¢c0es da mesma solugdo de daptomicina SQR na
concentragdo de 100 pg/mL, avaliando-se 0 DPR entre as respostas de cada um dos

parametros analisados.
5.6.3.7. Analise da amostra de daptomicina e seletividade do método

A seletividade do método foi realizada para verificar se ha interferéncia do excipiente
nas analises e assim validar o método qualitativo conforme os guias do ICH e RDC 899 de
2003 (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Para isso, foi preparada uma solucdo de placebo, constituido apenas por hidroxido de
sodio, na mesma concentracdo que estaria em uma solucdo de 100 pg/mL de amostra de
daptomicina em po liofilizado. Considerando que o excipiente esta presente em 7,93% na
amostra de po liofilizado, como verificado na execucdo do peso médio (secdo 5.3.2.1.3.1), a
concentracdo de hidroxido de sédio em uma solucdo de 100 pg/mL de amostra de
daptomicina € 8,6 pg/mL.

Para preparar a solucdo de placebo, foi pesada uma massa de 4,3 mg de NaOH e
transferida para baldo volumétrico de 500 mL, cujo volume foi completado com &gua
purificada. Em seguida, a solucdo foi adequadamente homogeneizada, resultando em solu¢éo
com concentracdo de 8,6 pg/mL de NaOH. Esta solucdo foi submetida a filtracdo em
membrana de 0,45 um antes de ser injetada no equipamento. Ap6s a sua andlise, seu
eletroforograma foi comparado ao obtido com a solucdo da daptomicina SQR, para verificar
se ha alguma interferéncia do excipiente na analise da daptomicina.

Além disso, foi realizada a analise de uma solucdo de amostra de daptomicina em pé
liofilizado para avaliar a pureza do pico da daptomicina e certificar que ndo ha nenhuma
interferéncia da matriz. Para isso, uma solucdo de amostra de daptomicina na concentragéo de
100 pg/mL foi preparada de acordo com o descrito no item 5.4.3.2 e injetada no equipamento
nas condicdes eletroforéticas selecionadas para 0 método. A pureza do pico foi calculada pelo
software do equipamento de eletroforese capilar.

A seletividade do método quanto aos produtos de degradacdo também foi avaliada e
sera descrita em etapa posterior do trabalho, durante a validacdo de ensaio quantitativo por

eletroforese capilar.
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5.6.4. Resultados
5.6.4.1. Ensaios preliminares e teste de conformidade do sistema eletroforético

Durante os ensaios preliminares, foram testadas as seguintes combinagdes de

parametros descritos na Tabela 10.

e Sistema 1: Eletrélito: tampdo fosfato de potassio pH 7,0 50 mM; tensdo:
20 kV.

e Sistema 2: Eletrélito: tampdo fosfato de potassio pH 7,0 25 mM; tenséo:
20 kV.

e Sistema 3: Eletrdlito: tampdo fosfato de potassio pH 7,0 25 mM; tenséo:
18 kV.

e Sistema 4: Eletrélito: tampdo fosfato de potassio pH 7,0 25 mM; tenséo:
15 kV.

e Sistema 5: Eletrélito: tampdo fosfato de potassio pH 7,0 25 mM; tenséo:
10 kV.

e Sistema 6: Eletrdlito: tampdo fosfato de potassio pH 7,0 15 mM; tenséo:
15 kV.

A Figura 16 mostra os eletroferogramas obtidos para cada sistema testado.
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Figura 16- Eletroferogramas referentes aos Sistemas 1 a 6, obtidos durante os ensaios

preliminares para a analise da daptomicina por eletroforese capilar.
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A Figura 17 apresenta o eletroferograma obtido com o Sistema 6, considerado o

melhor sistema testado, e a Tabela 12 apresenta os resultados da andlise de sua

adequabilidade.
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Figura 17- Eletroferograma de daptomicina SQR (100 pg/mL) obtido pelo Sistema 6 durante
0s ensaios preliminares para a analise da daptomicina por eletroforese capilar. Eletrolito:
tampédo fosfato de potassio pH 7,0 15 mM; tensdo: 15 kV; capilar de silica fundida, nédo

revestido, com didmetro interno de 50 um e comprimento total de 21 cm.
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Tabela 12- Pardmetros obtidos na analise de conformidade do Sistema 6 - eletrélito: tampéo
fosfato de potassio pH 7,0 15 mM; tensdo: 15 kV; capilar de silica fundida, ndo revestido,

com didmetro interno de 50 um e comprimento total de 21 cm

Conformidade do sistema eletroforético

tm (min) N FC As Altura do pico
(> 2000)* (< 2,0) (<2,0)! (AU)
1,71 24222 0,90 0,92 11690
1,75 24256 0,88 0,93 11543
1,74 24237 0,90 0,93 11361
1,74 24544 0,91 0,93 11864
1,72 24843 0,91 0,92 11920
1,72 24476 0,90 0,91 11436
Média 1,73 244297 0,90 0,92 11635,7
DPR2% 0,90 1,00 1,22 0,88 1,96

1 Valor de referéncia (FDA, 1994)
2 DPR: desvio padréo relativo
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5.6.4.2. Analise da amostra de daptomicina e seletividade do método

A Figura 18 apresenta a sobreposicdo dos eletroferogramas obtidos com a daptomicina
SQR e amostra de pd liofilizado sob as condicGes eletroforéticas descritas no Sistema 6
(eletrdlito: tampédo fosfato de potassio pH 7,0 15 mM; tensdo: 15 kV; capilar de silica fundida,
néo revestido, com didmetro interno de 50 um e comprimento total de 21 cm), considerado o
melhor sistema entre os testados. A Figura 19 mostra a sobreposi¢do dos eletroferogramas
obtidos com a daptomicina SQR e placebo (hidroxido de sodio), também sob as mesmas

condicdes.

Figura 18- Sobreposicdo de eletroferogramas de daptomicina SQR e em p6 para solucdo
injetavel (100 pg/mL) obtidos pelo método de eletroforese capilar desenvolvido. Eletrolito:
tampdo fosfato de potéassio pH 7,0 15 mM; tensdo: 15 kV; capilar de silica fundida, nédo

revestido, com didmetro interno de 50 um e comprimento total de 21 cm.
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Figura 19- Sobreposicdo de eletroferogramas de daptomicina SQR e solucdo de placebo para
a analise da seletividade do método de eletroforese capilar desenvolvido. Eletrolito: tampéo
fosfato de potassio pH 7,0 15 mM; tensdo: 15 kV; capilar de silica fundida, ndo revestido,

com didmetro interno de 50 um e comprimento total de 21 cm.
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Também foi preparada uma solucdo de amostra de daptomicina em po liofilizado e
esta foi analisada pelo software do equipamento de eletroforese capilar quanto a pureza do
pico da daptomicina. A pureza encontrada foi de 100%.

5.6.5. Discussao

O desenvolvimento do método se iniciou com a escolha da solucdo eletrolitica, ou
eletrolito de corrida. Optou-se pelo tampdo fosfato de potassio por se tratar de uma solucdo de
baixa toxicidade ambiental e ocupacional. Varias concentracGes deste tampdo foram testadas
durante o desenvolvimento do método, e a concentracdo de 15 mM foi a mais satisfatdria por
gerar menor corrente elétrica (em torno de 25 YA) e adequada separacao.

As concentragdes mais altas de tampéo fosfato, de 25 e 50 mM, provocaram altas
correntes elétricas, em torno de 50 e 80 PA, respectivamente. Normalmente, devido a fatores
geométricos do capilar (a relacdo entre sua &rea superficial interna e volume é
apreciavelmente grande), ha uma dissipagdo eficiente do calor gerado pela passagem da
corrente elétrica (efeito Joule). No entanto, altas concentracBes de tampé&o podem gerar altas

correntes elétricas, 0 que compromete a separacdo pelo excesso de calor decorrente do efeito
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Joule, 0 qual ndo consegue ser completamente dissipado (TAVARES, 1997). Portanto, as
concentragdes de 25 e 50 mM nédo se mostraram adequadas e foram descartadas.

Por outro lado, baixas concentracbes de tampdo podem aumentar a tendéncia de
adsorcdo de certos solutos na parede do capilar, causando o alargamento e distor¢do das
bandas (TAVARES, 1997). Isto ndo ocorreu com a concentracdo da solucdo tampéo
selecionada, de 15 mM.

O pH utilizado para o tampédo fosfato de potassio foi de 7,0, pois garantiu uma
adequada ionizacdo da molécula e a obtencdo de um pico simétrico e reprodutivel. Além
disso, por se tratar de um pH neutro, causa menos desgaste no equipamento e capilar.

A temperatura do cartucho que continha o capilar foi mantida em 25 °C e se mostrou
satisfatoria por contribuir para um adequado nivel de corrente elétrica, ndo interferindo na
dissipacéo do calor produzido pelo efeito Joule.

A influéncia da tensdo sobre o método foi investigada no intervalo de 10 a
20 kV. Sob uma tensdo de 15 kV, a escolhida para o método, o pico referente a daptomicina
foi gerado em um tempo de migracdo de 1,8 minutos, sendo considerado satisfatorio. O tempo
de corrida estabelecido foi de 3 minutos.

A &gua purificada é capaz de solubilizar completamente a daptomicina, portanto foi o
diluente escolhido para o preparo das solugfes. Além disso, trata-se de um solvente de baixo
custo e baixa toxicidade ambiental e ocupacional, contribuindo com o aspecto
ambientalmente favoravel do método.

O eletrdlito de corrida escolhido para as analises apresentava pH 7,0. Como visto na
revisdo bibliografica deste antimicrobiano, apresentada anteriormente, a molécula de
daptomicina apresenta carga molecular negativa (igual a -3) em pH neutro (JUNG et al.,
2004). Em condi¢6es normais, como as deste trabalho, o fluxo ocorre do anodo (eletrodo de
carga positiva) em direcdo ao catodo (eletrodo de carga negativa), onde encontra-se o
detector. Como a molécula de daptomcina, em solucdo aquosa, encontra-se carregada
negativamente, o fluxo eletroosmético (FEO) foi o responsavel por auxilid-la a migrar pelo
capilar em direcdo ao detector (TAVARES, 1997; FB, 2010; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE,
2012). Sem o FEO, provavelmente a molécula de daptomicina seria repelida pelo polo
negativo, ndo conseguindo, portanto, migrar.

Apos a selecdo das melhores condigfes para 0 método, foi realizada uma analise de
conformidade do sistema e 0s resultados estdo expostos na Tabela 12. Esta analise confirmou

gue os parametros eletroforéticos escolhidos sdo capazes de fornecer resultados com precisdo
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e exatiddo confiaveis, visto que todos os parametros se mantiveram em conformidade com o
que é estabelecido pelo FDA (1994). E recomendado que os valores calculados para os fatores
de cauda e de assimetria sejam inferiores a 2,0 e 0 numero de pratos deve ser maior do que
2000 (FDA, 1994).

O comprimento de onda de deteccdo no UV/DAD estabelecido para todas as analises
foi de 200 nm. Este comprimento de onda € diferente daquele usado para os métodos de
CLAE e UV desenvolvidos neste trabalho. Optou-se por um comprimento de onda mais baixo
por gerar picos maiores em comparagdo com 221 nm. Picos maiores possibilitaram o uso de
menores concentracdes de daptomicina, 0 que gerou economia para 0 método.

ApoGs a etapa de desenvolvimento do método, foi realizada a analise de solugdo da
daptomicina em pé liofilizado para solucdo injetavel, de modo a conferir se o método é
adequado para auxiliar na identificacdo do farmaco na forma farmacéutica. Desta forma,
foram preparadas solugdes de daptomicina SQR e amostra, nas mesmas concentragdes, e estas
foram analisadas pelo método proposto. Depois disso, os eletroferogramas obtidos foram
comparados entre si e ambos se mostraram idénticos, como pode ser observado na Figura 18.

A analise de uma solucéo de placebo, constituida por hidroxido de sédio, também foi
realizada, para verificar a auséncia de interferéncia desta substancia na analise da daptomicina
pelo método desenvolvido (Figura 19). Assim, foi possivel observar que o hidréxido de sodio
ndo gerou nenhum pico ou interferéncia na analise do antimicrobiano. Portanto, 0 método
mostrou ser seletivo, o que é essencial para a validacdo de um método de identificacao,
conforme descrito pelos guias do ICH e pela RDC n° 899 de 2003 (BRASIL, 2003; ICH,
2005).

Para confirmar a seletividade do método, a pureza do pico da daptomicina obtido com
a solucdo de amostra de pd liofilizado foi analisada no equipamento de eletroforese capilar
com deteccdo UV/DAD. O pico de daptomicina mostrou pureza de 100%, comprovando que
ndo ha nenhuma interferéncia dos componentes da sua matriz na analise. Este fato confirma a
seletividade do método.

Em etapa posterior do trabalho, a capacidade indicativa de estabilidade deste método
também sera demonstrada, durante desenvolvimento e validagdo de método quantitativo para
analise da daptomicina por meio de eletroforese capilar.

O método de eletroforese capilar desenvolvido se mostrou eficiente e pode ser usado

em conjunto com outras técnicas para auxiliar na identificagdo da daptomicina na forma
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farmacéutica de pd liofilizado para solucdo injetavel em andlises de rotina do Controle de
Qualidade deste farmaco.

5.7. Espectrofotometria na regido do infravermelho médio
5.7.1. Considerac0es gerais

O fundamento de técnicas espectrofotométricas é a absor¢do da energia
eletromagnética por moléculas, o que normalmente depende da estrutura e concentracdo das
mesmas. A divisdo da espectrofotometria nas regides do ultravioleta, visivel e infravermelho,
depende do intervalo de frequéncia em que a energia eletromagnética é aplicada (FB, 2010).

A radiacdo infravermelha (IR) se encontra na regido do espectro eletromagnético
situada entre o visivel e das micro-ondas. Dentro desta faixa, a por¢do de maior utilidade para
a identificacio de compostos esta situada entre 4000 e 400 cm™, a qual corresponde ao
infravermelho médio (ou vibracional) (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007). A
Farmacopeia Brasileira (FB, 2010) menciona a espectrofotometria no infravermelho médio
como ensaio de identificacdo por exceléncia.

Cada tipo de ligacdo quimica presente em uma molécula possui uma frequéncia
natural de vibracdo. No entanto, duas ligagdes quimicas que sdo idénticas, mas estdo presentes
em moléculas diferentes (e, portanto, em ambientes levemente diferentes também), nunca
apresentardo espectros no infravermelho exatamente idénticos, mesmo considerando que as
frequéncias absorvidas em ambos os casos sejam iguais. Desta forma, 0s espectros
infravermelhos podem ser considerados como impressdes digitais para moléculas, ja que duas
substancias diferentes nunca apresentardo padrdes de absorcdo no infravermelho idénticos. Se
0s espectros de duas substancias se coincidirem, banda a banda, quando comparados, na
maioria das vezes as duas substancias seréo idénticas (PAVIA et al., 2010).

Outra utilidade do infravermelho médio é fornecer informacGes estruturais de uma
molécula. Cada tipo de ligacao (por exemplo, N-H, C-H, C=0, C-O, etc.) apresenta absor¢ao
encontrada apenas em certas pequenas regides do infravermelho vibracional. Assim, uma
pequena faixa de absorcdo pode ser definida para cada para cada tipo de ligacdo. Quando a
absorcéo se encontra fora desta faixa, normalmente se atribui a outro tipo de ligacdo (PAVIA
et al., 2010). A presenca destas bandas caracteristicas é que permite ao analista, através de

exame do espectro e consulta a tabelas, obter informacdes estruturais Uteis para auxilia-lo na
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determinacdo da estrutura molecular e, portanto, na identificacdo da molécula
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007).

Trata-se de uma técnica que ndo utiliza solventes organicos em suas analises, sendo
considerada, portanto, ambientalmente favoravel. Além disso, 0 consumo de materiais para
cada analise ¢ muito baixo, tornando o método também econémico (TOTOLI; SALGADO,
2012). Ao mesmo tempo, oferece vantagens quanto ao preparo das amostras na forma sélida,
ja que estas podem ser analisadas na forma de pastilhas de brometo de potassio contendo o
analito, apropriadas para farmacos com problemas de solubilidade (MORENO; SALGADO,
2012).

Considerando sua exceléncia para a identificagdo de compostos e suas vantagens
ambientais e econdmicas, 0 objetivo desta etapa do trabalho foi desenvolver um método
qualitativo de espectrofotometria na regido do infravermelho médio para a andlise da
daptomicina na forma farmacéutica de po liofilizado para solucéo injetavel. Além disso, esta
etapa do trabalho serviu como base para o desenvolvimento e validacdo de método
quantitativo por espectrofotometria na regido do infravermelho médio, que serd descrito na

secdo “Analise Quantitativa”.
5.7.2. Material

A daptomicina SQR e amostra de po liofilizado para solucdo injetavel utilizadas foram
descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente. Hidroxido de sédio (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) foi empregado para avaliar a seletividade do método. Para a confeccdo das pastilhas,
foi utilizado brometo de potéssio (KBr) de grau analitico da marca Synth (Diadema, Brasil).
Antes de sua utilizacdo o KBr foi dessecado a 105 °C em estufa Quimis (Diadema, Brasil)
modelo 702.780.

O equipamento de infravermelho empregado foi Shimadzu (Kyoto, Japédo), com
transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21, que permite a digitalizacdo de espectros e a
obtencdo de arquivos eletrdnicos das andlises. As analises foram realizadas na faixa do

infravermelho médio, compreendida entre 4000 e 400 cm™, em transmitancia.
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5.7.3. Método
5.7.3.1. Preparo da pastilha de daptomicina SQR

Foi preparada pastilha de KBr contendo daptomicina SQR na concentracdo de
0,4 mg/150 mg. Primeiramente, uma diluicdo de 1:100 (p/p) de daptomicina SQR em KBr foi
realizada, para minimizar erros de pesagem. Para isso, foram pesados 20,0 mg de daptomicina
SQR, que foram misturados a 1980,0 mg de KBr. Os po6s foram misturados geometricamente
em gral de 4gata até a obtencdo de uma mistura homogénea. Depois disso, esta diluicdo foi
levada a estufa a 105 °C por 10 minutos. Apos este periodo, a diluicdo foi levada a dessecador
até atingir temperatura ambiente.

A partir desta diluicdo, 40 mg foram pesados (os quais representam 0,4 mg de
daptomicina) e depois homogeneizados com 110 mg de KBr, para se obter a pastilha com
massa total de 150 mg. Os pds foram misturados e moidos em gral de agata até a obtencéo de
uma mistura homogénea. Depois disso, esta mistura foi comprimida em prensa mecéanica por
10 minutos para obtencdo de pastilha translucida, a qual foi analisada no espectrofotdmetro de

infravermelho. As leituras foram realizadas em transmitancia.
5.7.3.2. Preparo da pastilha de daptomicina amostra

Foi preparada pastilha de KBr contendo daptomicina na concentragdo tedrica de
0,4 mg/150 mg. Para isso, primeiramente foi verificado o peso médio de trés frascos-ampola
de daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras, conforme descrito
no item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool, foi realizada uma diluicdo de 1:100 (p/p) de
daptomicina em KBr, para minimizar erros de pesagem. Assim, foi pesado o equivalente a
20,0 mg de daptomicina, o qual foi misturado a KBr em quantidade suficiente para a obtencao
de 2000 mg da mistura diluida. Os p6s foram misturados geometricamente em gral de &gata
até a obtencdo de uma mistura homogénea. Depois disso, esta diluicdo foi levada a estufa a
105 °C por 10 minutos. Apos este periodo, a diluicdo foi levada a dessecador até atingir
temperatura ambiente.

A partir desta diluicdo, 40 mg foram pesados (0s quais representam 0,4 mg de
daptomicina) e depois homogeneizados com 110 mg de KBr, para se obter uma pastilha com
massa total de 150 mg. Os po6s foram misturados e moidos em gral de 4gata até a obtengéo de

uma mistura homogénea. Depois disso, esta mistura foi comprimida em uma prensa mecéanica
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por 10 minutos para obtencdo de uma pastilha translicida, a qual foi analisada no

espectrofotometro de infravermelho. As leituras foram realizadas em transmitancia.
5.7.3.3. Analise da amostra de daptomicina e seletividade do método

Foi realizada a andlise da seletividade do método, para verificar se ha interferéncia do
excipiente nas andlises e assim validar o método qualitativo conforme os guias do ICH e RDC
899 de 2003 (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

Para isso, foi preparada uma pastilha de placebo, constituido apenas por hidroxido de
sodio, na concentracdo de 1,0 mg/150 mg. Deste modo, foi realizada a pesagem de 1,0 mg de
hidréxido de sodio, o qual foi misturado com 149,0 mg de KBr, para se obter uma pastilha
com massa total de 150 mg. Os pds foram misturados e moidos em gral de &gata até a
obtencdo de uma mistura homogénea. Depois disso, esta mistura foi comprimida em uma
prensa mecanica por 10 minutos para obtencdo de uma pastilha translucida, a qual foi
analisada no espectrofotdmetro de infravermelho médio e seu espectro foi comparado ao
obtido com a pastilha de daptomicina SQR, para verificar se hd alguma interferéncia do
excipiente na analise da daptomicina. Esta etapa também foi importante para determinar a
faixa espectral a ser utilizada no desenvolvimento e validacdo de método quantitativo no
infravermelho médio, que sera descrito posteriormente. Para isso, o ideal é escolher uma faixa
espectral sem nenhuma interferéncia do adjuvante.

Além disso, os espectros obtidos com as pastilhas de daptomicina SQR e amostra
também foram analisados e comparados.

Enfim, uma analise do espectro de daptomicina SQR foi realizada, para identificar
suas principais bandas de absor¢do, de acordo com dados da literatura (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010).

5.7.4. Resultados

A Figura 20 apresenta a sobreposi¢do dos espectros no infravermelho obtidos com a
daptomicina SQR e amostra. J& a Figura 21 mostra a sobreposi¢do dos espectros obtidos com
a daptomicina SQR e placebo (hidréxido de sodio). Na Figura 21 também é possivel observar
a regido espectral escolhida para o posterior desenvolvimento e validacdo de método

guantitativo para analise de daptomicina em po liofilizado.
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Figura 20- Sobreposicdo de espectros de absor¢do na regido do infravermelho médio de
daptomicina SQR e em pd para solu¢do injetavel (0,4 mg/150 mg).
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Figura 21- Sobreposicdo de espectros de absor¢do na regido do infravermelho médio de
daptomicina SQR (0,4 mg/150 mg) e placebo (1,0 mg/150 mg), com a delimitacdo da regido

escolhida para analise quantitativa (de 1700 a 1600 cm™?).
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A Figura 22 mostra um espectro de absorcdo da daptomicina SQR com as suas
principais bandas de absorcdo marcadas. A Tabela 13 compara estes dados com o0s
apresentados na literatura (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al.,

2010).
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Figura 22- Espectro de absor¢do na regido do infravermelho médio de daptomicina SQR
(0,4 mg/150 mg) com suas principais bandas de absor¢do marcadas.
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Tabela 13- Comparagdo das bandas de absorcdo apresentadas pela daptomicina SQR na

regido do infravermelho médio com dados apresentados na literatura

Frequencias Faixa de frequencias Possiveis grupamentos responsaveis
visualizadas (cm™) de referéncia (cm™)! grup P
3400-2400 O-H (acido carboxilico)
3344 . ) . L
3475-3150 Estiramento N-H (am_ldas primaria e
secundaria)
3061 3100-3000 Csp2-H
2927; 2854 3000-2850 Csp3-H
1660 1680-1630 C=0 (amidas primaria e secundaria)
1640-1550 Dobramento N-H (amidas primaria e

1541 secundaria)

Proximo a 1500 Dobramento N-H (amina secundéria)

1456 1600-1450? C=C (anel aromatico)
1398 1440-1220 C-O (alcool primério)
1320-1210 C-O (acido carboxilico)
1226
1440-1220 C-O (alcool primério)
1163 1300-10003 C-O (éster)

Estiramento N-H (aminas primaéria e

1064 1350-1000 .
secundaria)

L PAVIAetal., 2010
2 Podem aparecer até 4 bandas dentro desta faixa
3 Podem aparecer duas bandas nesta faixa

5.7.5. Discussao

Os espectros de absorcdo da daptomicina SQR e amostra de pé liofilizado foram
comparados, banda a banda. Conforme observado na Figura 20, ambos 0s espectros
apresentaram as mesmas bandas de absorcdo, e este fato € um forte indicio da identidade da
daptomicina na amostra de pé liofilizado e da auséncia de interferéncia do adjuvante,
impurezas ou produtos de degradacao, os quais apresentariam bandas diferentes.

A Figura 21 apresenta uma sobreposi¢do dos espectros de absor¢do da daptomicina
SQR e placebo, constituido por hidroxido de sddio. O objetivo desta etapa do estudo foi

definir uma faixa espectral que nédo haja interferéncia do excipiente para o desenvolvimento
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de método quantitativo, em uma proxima etapa do trabalho. Desta forma, a faixa espectral
compreendida entre 1700 e 1600 cm™ foi escolhida por ndo ser afetada pelo adjuvante. Esta
faixa corresponde a banda de uma das carbonilas da molécula de daptomicina. Além de néo
ter interferéncia do excipiente, esta banda é forte, o que permite a definicdo de menores
concentracdes de trabalho durante o desenvolvimento do método quantitativo.

Vale lembrar que a pastilha com o hidroxido de sodio foi preparada na concentragdo
de 1,0 mg/150 mg, e esta concentracdo é consideravelmente maior que aquela presente em
uma pastilha de 0,4 mg/150 mg de daptomicina, a qual foi usada como comparacdo. Esta
concentracdo foi escolhida apenas para facilitar a anélise e é considerada suficiente, ja que é
maior que a concentracdo necessaria e torna mais evidentes as bandas de absorcéo geradas.

De acordo com a andlise do espectro de absorcdo da daptomicina SQR (Figura 22),
todas as bandas encontradas estdo de acordo com a literatura, conforme apresentado na Tabela
13. Apesar disso, alguns pontos desta analise merecem destaque. A molécula de daptomicina
possui diferentes grupos funcionais, entre eles: alcano, alceno, anel aromatico, amidas
primaria e secundaria, acido carboxilico, aminas primaria e secundaria, cetona, éster e alcool
primario. A amida secundaria se destaca por aparecer com grande frequéncia na molécula.

Foi observada uma banda forte em 3344 cm™. Esta banda pode ser proveniente tanto
do estiramento O-H proveniente dos acidos carboxilicos presentes na molécula, como dos
estiramentos N-H presentes nas amidas primérias e secundarias. No entanto, provavelmente
esta banda é oriunda do estiramento O-H do acido carboxilico, por ser, normalmente, maior
qgue aquela proveniente de estiramentos N-H. Uma sobreposicdo de bandas nesta faixa
espectral pode ter ocorrido.

Em 1660 cm™ existe uma banda forte, oriunda das carbonilas presentes nas amidas
primarias e secundarias. Nota-se que outros grupos funcionais presentes na molécula de
daptomicina também apresentam carbonilas, mas apenas agquelas provenientes de amidas se
apresentam na faixa de 1680-1630 cm™. Carbonilas oriundas de acidos carboxilicos aparecem
na faixa de 1730-1700 cm™*; de ésteres, na faixa de 1750-1735 cm™; e de cetonas, de 1700-
1680 cm™ (PAVIA et al., 2010). Desta forma, a banda que aparece em 1660 cm * sé pode ser
decorrente das carbonilas presentes nas amidas primarias e secundarias da molécula. Vale
lembrar que as amidas estdo presentes em maior numero na molécula.

A banda que aparece em 1226 cm™ possui duas alternativas, podendo ser oriunda do

estiramento C-O tanto do alcool priméario quanto do éster, ambos presentes na molécula.
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Assim, pode-se concluir que o método de espectrofotometria na regido do
infravermelho médio € uma util ferramenta para auxiliar na identificacdo da daptomicina em
amostras de po liofilizado. Além disso, trata-se de um método rapido, econémico e que nédo
utiliza solventes organicos para suas analises, gerando menos residuos deste tipo e, por tal

motivo, sendo considerado um método ambientalmente favoravel.
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6. ANALISE QUANTITATIVA
6.1. Espectrofotometria na regido do UV
6.1.1. Considerac0es gerais

A espectrofotometria na regido do UV é um método instrumental muito usado para a
quantificacdo de farmacos, por ser considerado simples, rapido, econémico e reprodutivel
(MORENO; SALGADO, 2009; FIORENTINO; SALGADO, 2012; SILVA; ALMEIDA;
SALGADO, 2012; PEDROSO; SALGADO, 2013).

As técnicas espectrofotométricas, em geral, sdo baseadas na absorcdo da energia
eletromagnética por moléculas. Esta absorcdo depende tanto da concentracdo quando da
estrutura quimica das mesmas (FB, 2010). Basicamente, quando uma radiacdo continua
atravessa um material transparente, uma parte dela pode ser absorvida. A medida que isto
acontece, a radiacdo residual, ao atravessar o prisma, produzira um espectro, denominado
“espectro de absorg¢do”. Ao absorverem energia, &omos ou moléculas passam de um estado
de energia mais baixa, denominado estado fundamental, para um estado de energia maior,
denominado estado excitado, e a diferenca destes dois estados é igual a energia da radiacédo
eletromagnética absorvida (PAVIA et al., 2010). Estas transicGes de energia do estado
fundamental para o excitado ocorrem em por¢des da molécula chamadas de croméforos (FB,
2010).

O principio da analise quantitativa por espectrofotometria na regido do UV é a relagdo
direta que existe entre a quantidade de luz absorvida e a concentracdo da substancia, também
conhecida como lei de Lambert-Beer, que é representada pela Equacdo 6 (ROCHA,;
TEIXEIRA, 2004; FB, 2010).

[
A =logy, (TO) = ¢.b.c Equacio 6

Em que:

A = absorvancia

lo = intensidade da radiagdo monocromaética que incide na amostra

| = intensidade da radiac&o que emerge da amostra

€ = € uma grandeza caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude depende do

comprimento de onda da radiagdo incidente
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¢ = concentracdo da espécie absorvente (mol/L)
b = distancia percorrida pelo feixe através da amostra (cm)

Na literatura, ndo foram encontrados trabalhos que descrevem o desenvolvimento e
validacdo de método analitico quantitativo por espectrofotometria no UV para a anélise da
daptomicina em nenhum tipo de matriz, seja bioldgica ou produto farmacéutico.
Considerando todas as vantagens que este método oferece, esta etapa do trabalho teve como
objetivo desenvolver um meétodo quantitativo por espectrofotometria no UV para analise da

daptomicina na forma farmacéutica de po liofilizado para solucéo injetavel.
6.1.2. Material

Para a andlise espectrofotométrica, foram utilizadas daptomicina SQR e daptomicina
em po liofilizado para preparaces injetaveis descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente. As
analises foram realizadas em espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu® (Kyoto, Jap&o), modelo
UV-1800, e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. O solvente utilizado foi agua
purificada (obtida por osmose reversa - Millipore, Billerica, EUA). O software Microsoft
Excel (2013) foi utilizado para a construcéo das curvas analiticas.

Para avaliacdo da robustez do método, foi utilizado espectrofotbmetro UV-Vis
Shimadzu® (Kyoto, Japdo), modelo UV mini-1240 e agua purificada obtida pelo equipamento
Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, EUA).

Os seguintes materiais também foram utilizados: balanca analitica modelo H51
(Mettler Toledo, Barueri, Brasil) e micropipetador modelo 20-200 pL (Digipet, Curitiba,
Brasil).

6.1.3. Método
6.1.3.1. Ensaios preliminares e construcéo da curva de Ringbom

Para o desenvolvimento do método quantitativo, foram utilizados os parametros
definidos na analise qualitativa por espectrofotometria na regido do UV, descrita
anteriormente. Desta forma, foram escolhidos a 4gua como solvente e 221 nm como 0
comprimento de onda de trabalho.

Foi construida a curva de Ringbom com objetivo de estabelecer a faixa de

concentracdo na qual o método espectrofotométrico apresenta melhor linearidade. Para isso,
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primeiro foi preparada a solugéo estoque de daptomicina SQR na concentragdo de 100 pg/mL.
Assim, o equivalente a 5,0 mg de daptomicina SRQ foi pesado e transferido analiticamente
para baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com agua purificada, resultando
em solucédo de 100 pg/mL. A partir desta solucdo estoque, aliquotas foram transferidas para
balGes volumétricos de 5 mL, cujos volumes foram completados também com &gua
purificada, obtendo solugdes em concentracGes crescentes, de 1,0 a 35 pg/mL, como
apresentado na Tabela 14. Cada concentracdo foi preparada em triplicata e as anélises
espectrofotométricas foram determinadas no comprimento de onda de 221 nm, utilizando

agua purificada para zerar o equipamento.

Tabela 14- Obtencédo da curva de Ringbom para a determinacéo da faixa de linearidade do

método espectrofotométrico na regido do UV para andlise de daptomicina a 221 nm

Volume da solucéo de

Amostra daptomicina SQR Concentracao final

(100 pg/mL) (mL) (ng/mL)"
1 0,05 1,0
2 0,10 2,0
3 0,15 3,0
4 0,20 4,0
5 0,25 5,0
6 0,30 6,0
7 0,35 7,0
8 0,40 8,0
9 0,45 9,0
10 0,50 10,0
11 0,60 12,0
12 0,70 14,0
13 0,75 15,0
14 0,80 16,0
15 0,90 18,0
16 1,00 20,0
17 1,05 21,0
18 1,10 22,0
19 1,20 24,0
20 1,30 26,0
21 1,50 30,0
22 1,75 35,0

! Baldo volumétrico de 5 mL
Ap0s a determinacdo das absorvancias para cada concentracao testada, estes valores

foram convertidos para transmitancia (T%) e foram plotados em grafico de 100-T% versus 0
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log da concentragcdo de daptomicina em pg/mL, com auxilio do software Microsoft Excel
(2013).

6.1.3.2. Obtencdo da curva analitica

Para a construcdo da curva analitica, foi pesado analiticamente o equivalente a 5,0 mg
de daptomicina SQR, depois esta massa foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL e o
volume foi completado com &gua, para obtencdo de solucdo estoque com concentracdo de
100 pg/mL. Aliquotas de 0,30; 0,45; 0,60; 0,75; 0,90 e 1,05 mL desta solucdo foram
transferidas para baldes volumétricos de 5 mL, e os volumes foram completados com agua,
para obtencdo das solugdes de trabalho com as concentragdes de 6,0; 9,0; 12,0; 15,0; 18,0 e
21,0 pg/mL de daptomicina SQR. Cada concentracao foi preparada em triplicata e as analises
espectrofotométricas foram determinadas no comprimento de onda de 221 nm, utilizando
agua purificada para zerar o equipamento. A curva analitica foi construida, com auxilio do
software Microsoft Excel (2013), através da disposicdo das concentracdes das solugdes de
trabalho de daptomicina SQR em relagdo as respectivas médias das absorvancias obtidas para
cada uma delas. Este procedimento foi realizado trés dias diferentes e uma curva analitica

final com a média dos trés dias foi construida.

6.1.3.3. Determinacdo de daptomicina na amostra de pé liofilizado para solucgédo

injetavel
6.1.3.3.1. Preparo da solucéo de daptomicina SQR

Primeiro foi preparada a solucdo estoque de daptomicina SQR na concentracdo de
100 pg/mL, como descrito no item 6.1.3.2. Foram transferidos volumes de 0,6 mL desta
solucdo estoque para baldes volumétricos com capacidade de 5 mL e os volumes foram
completados com &gua purificada para obtencdo de solucdes de trabalho com a concentragéo
de 12,0 pg/mL. Foram preparadas trés solucdes e a analise das suas absorvancias foi realizada

em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 221 nm.
6.1.3.3.2. Preparo da solucéo de daptomicina amostra

Foi preparada uma solugéo estoque de daptomicina amostra na concentracao teorica de
100 pg/mL. Para isso, primeiramente foi verificado o peso médio de trés frascos-ampola de

daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras, conforme descrito no
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item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool, o equivalente a 5,0 mg de daptomicina foi analiticamente
pesado e transferido para baldo volumétrico de 50 mL, cujo volume foi completado com &gua
purificada para obtencéo de solugéo estoque de 100 pg/mL.

Para baldes volumétricos com capacidade de 5 mL foram transferidos volumes de
0,6 mL desta solucdo estoque e os volumes foram completados com &gua purificada para
obtencdo de solugdes de trabalho com a concentracdo tet6rica de 12,0 pg/mL. Foram
preparadas trés solucdes e a analise das suas absorvancias foi realizada em espectrofotdmetro

no comprimento de onda de 221 nm.

6.1.3.3.3. Calculo do teor de daptomicina na amostra

A concentracdo de daptomicina na amostra foi calculada pela Equacéo 7 e o seu teor

percentual foi calculado pela Equacéo 8.

Csr n
Ca = Aa X — Equacao 7
Asr
o _ 100
Ca% = Ca X Tt Equacéo 8

Em que:

Ca = concentracdo da amostra (pug/mL)

Ca% = concentragdo percentual da amostra

Csr = concentragdo da substancia quimica de referéncia (pg/mL)
A. = &rea absoluta da amostra

Asr = area absoluta da substancia quimica de referéncia

Ct = concentracdo teorica de daptomicina na amostra (g/mL)
6.1.3.4. Validagdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos seguintes parametros: linearidade,
precisdo, exatidao, robustez, seletividade e limites de detec¢cdo e de quantificacdo, de acordo
com o preconizado pela literatura (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 37, 2014).
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6.1.3.4.1. Linearidade

Para a analise da linearidade do método, foram avaliadas trés curvas analiticas,
realizadas em trés dias diferentes. Cada curva foi construida de acordo com o descrito no item
6.1.3.2. Os resultados obtidos foram analisados para obten¢do da equacdo da reta pelo método
dos minimos quadrados e a verificacdo da linearidade foi constatada por anélise de variancia
(ANOVA).

6.1.3.4.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em dois quesitos: a repetibilidade e a precisao
intermediaria. A repetibilidade (intradia) foi estudada através da andlise de seis solugdes de
daptomicina SQR na concentragéo de 12,0 pg/mL, no mesmo dia e em condicOes de trabalho
idénticas. O valor do desvio padrédo relativo percentual (DPR%) entre as determinacdes foi
avaliado. A precisdo intermedidria (interdias e entre-analistas), por sua vez, foi avaliada pela
determinacdo do teor de daptomicina na amostra de pé para solucéo injetavel em trés dias
diferentes e também por um segundo analista, sob as mesmas condi¢des experimentais. Os

valores de DPR% entre os doseamentos foram calculados (ICH, 2005).
6.1.3.4.3. Exatidao

A exatiddo do método foi realizada pelo ensaio de recuperacdo, no qual quantidades
conhecidas de daptomicina SQR foram adicionadas a quantidades conhecidas de amostra
(ICH, 2005). A recuperacao foi realizada em trés niveis, R1, R2 e R3, e as soluc¢bes foram

preparadas segundo a Tabela 15, em triplicata.

Tabela 15- Preparo das solucdes para o teste de recuperacdo do método espectrofotométrico

na regido do UV para daptomicina

Daptomicina amostra  Daptomicina SQR Cice)gfita’cr;t;ﬁ](;;o
(100 pg/mL) (mL) (200 ug/mL) (ML) " ) vi
Amostra 0,30 ) 6,0
R1 0,30 0,18 9,6
R2 0,30 0,30 12,0
R3 0,30 0,42 14,4
Padrao - 0,30 6,0

! Baldo volumétrico de 5 mL
2 Cada nivel de concentragéo foi preparado em triplicata
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A porcentagem de recuperacédo (R%) foi calculada pela Equacdo 9, determinada pela
AOAC (AOAC, 2002):

Cr —C
R%= [(RC—A)l x 100 Equacéo 9
P

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

Cr = concentracdo adicionada da solugdo de SQR (pg/mL)
6.1.3.4.4. Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método, os seguintes parametros foram variados
individualmente: comprimento de onda (2 unidades de comprimento de onda acima e abaixo
do comprimento de onda de trabalho), equipamento (UV-Vis Shimadzu, modelo UV mini-
1240) e fonte de agua (Milli-Q). Para isso, foram realizados doseamentos de daptomicina na
amostra de p6 para solucdo injetavel nas diferentes condicBes propostas. As respostas obtidas
foram avaliadas quanto ao DPR% entre as determinagfes, comparando-as com as condigdes

normais de trabalho.
6.1.3.4.5. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada em etapa anterior deste trabalho, durante o
desenvolvimento de método qualitativo de espectrofotometria no UV, descrito no item
5.4.3.2.

6.1.3.4.6. Limites de deteccdo (LD) e de quantificacéo (LQ)

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram estimados com base no
desvio padrdo do intercepto e na inclinacdo da curva, conforme descrito na literatura (ICH,
2005). Foram realizadas trés curvas analiticas diferentes para a obtencdo dos dados
necessarios para os célculos. Os valores de LD e LQ foram estimados pelas Equagfes 10 e 11,
respectivamente.

_ 3,30

/= Equacédo 10
C quac
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L _100
Q_IC

Equacéo 11
Em que:
o = desvio padrdo do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica
6.1.4. Resultados
6.1.4.1. Ensaios preliminares e construgdo da curva de Ringbom

As caracteristicas do espectro de absor¢édo da solucdo de daptomicina utilizando agua
purificada como solvente encontra-se na Figura 7 e foi discutida na secdo 5.4.5, durante o
desenvolvimento do método qualitativo para anélise da daptomicina por espectrofotometria
no UV.

Quanto a curva de Ringbom, os resultados obtidos para a determinacdo da faixa linear
do método espectrofotométrico na regido do UV para a daptomicina estdo apresentados na

Tabela 16 e sua representacdo grafica esta disposta na Figura 23.



Analise Quantitativa 126

Tabela 16- Valores obtidos na construgdo da curva de Ringbom pelo método
espectrofotométrico na regido do UV para daptomicina SQR, utilizando &gua como solvente

no comprimento de onda de 221 nm

Concentracéo de

daptomicina SOR (ug/mL) Absorvancial 100-T%
1,0 0,037 8,096
2,0 0,079 16,568
3,0 0,110 22,435
4,0 0,142 27,945
5,0 0,184 34,536
6,0 0,223 40,159
7,0 0,257 44,707
8,0 0,294 49,223
9,0 0,328 53,011
10,0 0,353 55,639
12,0 0,436 63,384
14,0 0,508 68,954
15,0 0,544 71,424
16,0 0,584 73,918
18,0 0,662 78,206
20,0 0,716 80,754
21,0 0,751 82,258
22,0 0,801 84,188
24,0 0,854 86,004
26,0 0,935 88,386
30,0 1,076 91,599
35,0 1,233 94,152

L Este valor é a média de trés determinacdes

Figura 23- Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do UV para

daptomicina SQR, utilizando &gua como solvente no comprimento de onda de 221 nm.
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6.1.4.2. Validagdo do método
6.1.4.2.1. Linearidade

Os valores das absorvancias obtidas pelas diferentes concentracGes de daptomicina

SQR, em agua, para a construcdo da curva analitica estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17- Valores de absorvancia determinados para a curva analitica de daptomicina SQR,
pelo método espectrofotométrico na regido do UV, utilizando 4gua como solvente, a 221 nm

Concentracao Absorvancial ~ Absorvancia média+ DP?  DPR? (%)

(Mg/mL)
0,186

6,0 0,190 0,187 + 0,0026 1,38
0,185

0,279
9,0 0,283 0,281 +0,0018 0,65
0,282

0,368
120 0,374 0,369 + 0,0049 1,33
' 0,365
0,462
0,460 0,457 +0,0075 1,64
150 0,448
0,547
18.0 0,547 0,545 + 0,0037 0,67
' 0,541
0,637
21,0 0,645 0,639 + 0,0056 0,87
0,635

1 valor médio de trés determinagdes
2 DP: desvio padrdo
3 DPR: desvio padrao relativo

A curva analitica de daptomicina SQR (Figura 24) foi construida com as médias dos

valores de absorvancias de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade.
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Figura 24- Curva analitica de daptomicina SQR, obtida pelo método de espectrofotometria na
regido do UV, utilizando 4gua como solvente, a 221 nm.
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Absorvancia

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de daptomicina SQR esta

apresentada na Tabela 18.

Tabela 18- Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo da
curva analitica de daptomicina SQR, utilizando o método espectrofotométrico na regido do
uv

Fontes de Graus de Soma de vVariancia F F

variacao liberdade guadrados calculado tabelado
Entre 0,422324 0,084465 3764,32* 311

Concentragoes

Ri?r:z:?ao 1 0,422294 0422294 1882025* 4,75

Desvio da 4 0,000030 0,000008 0,33 3,26

linearidade

Residuo 12 0,000269 0,000022 . -

Total 17 0,422593 - . ;

*Significativo para p < 0,05
6.1.4.2.2. Preciséo

A precisdo do método foi avaliada em trés parametros: intradia, interdias e entre-

analistas. Os resultados foram expressos com base nos valores de DPR percentuais. A
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precisdo intradia forneceu um valor de DPR de 1,20%. Os valores percentuais de DPR

apresentados pelos parametros interdias e entre-analistas estdo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19- Determinacdo da precisdo interdias e entre-analistas do método

espectrofotométrico na regido do UV para analise de daptomicina em pd liofilizado

Interdias Entre-analistas

Massal Teor! DPR? Analista Massal Teor! DPR?
(g/frasco) (%) (%) (g/frasco) (%) (%)
1 0,507 101,45

Amostra Dia

1 0,519 103,74
1 2 0,514 102,76 1 46 0,13

2 0,518 103,55
3 0,499 99,80

1 média de trés determinagdes
2 DPR = desvio padrdo relativo

6.1.4.2.3. Exatidao

A exatidao do método foi determinada pelo ensaio de recuperacédo, o qual foi realizado

em trés niveis de concentracdo e os resultados estdo apresentados na Tabela 20.

Tabela 20- Determinacdo da exatiddo do método analitico para analise de daptomicina por
espectrofotometria na regido do UV

Daptomicina SQR Daptomicina SQR « Recuperagao
IOadicionadaQ rc:e)ncontrada1Q Recupoera(;ao DE N média
(Hg/mL) (Hg/mL) (%) (%) (%)
R1 3,60 3,60 100,00 1,43
R2 6,00 5,97 99,58 0,03 99,94
R3 8,40 8,42 100,23 1,06

! média de trés determinagdes
2DPR = desvio padrao relativo (dentro de cada nivel de recuperagéo)

6.1.4.2.4. Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio de pequenas modificacdes, individuais,
nos seguintes parametros de trabalho: comprimento de onda, equipamento e fonte de agua. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 21.
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Tabela 21- Avaliacdo da robustez do método analitico para andlise de daptomicina por
espectrofotometria na regido do UV

y . ) Massa Teor DPR!
Variavel Faixa investigada (g/frasco) (%) (%)
Comprimento 219 0,514 102,89
de orl?da (nm) 2212 0,519 103,74 0,56
223 0,513 102,63
UV-Vis Shimadzu®, modelo
Equipamento : U\./'18002 oo i 0,81
UV-Vis Shimadzu®, modelo 0.513 102,57 :
UV mini-1240 ! '
, Osmose reversa? 0,519 103,74
Fonte de agua Milli-Q 0519 10376 %

! DPR = desvio padréo relativo
2 Parametros normais de trabalho

6.1.4.2.5. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada em etapa anterior deste trabalho, durante o
desenvolvimento de método qualitativo de espectrofotometria no UV, e os resultados estdo

descritos no item 5.4.4.2 e na Figura 10.
6.1.4.2.6. LDe LQ

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados para determinar a
sensibilidade do método. O valor estimado para o limite de deteccao foi de 0,14 pug/mL e para

o limite de quantificagéo de 0,42 pg/mL.
6.1.5. Discusséo

A espectrofotometria na regido do UV é uma técnica muito utilizada, principalmente
devido ao seu custo relativamente baixo, facilidade de manuseio e grande ndmero de
aplicacdes (ROCHA; TEIXEIRA, 2004). Baseia-se na absor¢do da energia eletromagnética
por moléculas, a qual depende tanto da sua concentracdo quando da sua estrutura quimica
(FB, 2010).

O desenvolvimento do método ja foi discutido anteriormente, no item 5.4.5. A agua

foi definida como o solvente de escolha, pois além de apresentar caracteristicas adequadas no
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espectro por ndo absorver radiagdo UV na mesma regido que a daptomicina, ainda possuli
baixo custo, € de facil aquisicdo e descarte, ndo oferece riscos de contaminagdo aos
operadores e ndo agride o meio ambiente. O fato de apresentar facil descarte e ndo agredir o
meio ambiente esta de acordo com a tendéncia que algumas inddstrias vém seguindo ha
alguns anos, que é a de minimizar a sua geragdo de residuos tdxicos e assim reduzir 0s
impactos de suas atividades sobre o meio ambiente (SANSEVERINO, 2000).

A curva de Ringbom foi construida com o objetivo de se determinar a faixa de
concentracdo Otima para 0 método espectrofotométrico. Assim, foram escolhidas
concentracdes de trabalho na faixa linear observada nesta curva (Figura 23), que foi de 6,0 a
21,0 pg/mL. Os resultados obtidos na avaliagdo da linearidade do método demonstraram que
as solucBes de daptomicina SQR apresentaram correlacdo linear entre as absorvancias e
concentragdes no intervalo utilizado. Graficos da concentracdo versus absorvancia foram
plotados e demonstraram haver linearidade adequada na faixa de 6,0 a 21,0 pg/mL. A
equacdo da reta para o0 método foi: y = 0,0299x + 0,0095, com coeficiente de correlacéo (r) de
0,9999, 0 que mostra a adequada linearidade do método. E recomendado que o valor do
coeficiente de correlacdo seja igual ou superior a 0,99 (BRASIL, 2003).

A anélise estatistica (Tabela 18) mostrou que o método apresentou regressao linear
significativa, visto que o valor de F calculado (18820,25) foi superior ao de F tabelado (4,75)
para este quesito. Além disso, a analise estatistica mostrou que ndo houve desvio significativo
da linearidade, ja que o F calculado (0,33) foi menor que o F tabelado (3,26). Esta anélise foi
realizada a um nivel de significancia de 5%.

O método apresentou precisdao adequada, visto que os valores de DPR% para 0s
parametros intradia, interdias e entre-analistas foram 1,20%, 1,46% e 0,13%, respectivamente,
0s quais se encontram abaixo de 5,0%, que é o recomendado pela legislacdo brasileira
(BRASIL, 2003). O método também mostrou exatiddo apropriada, visto que apresentou valor
experimental médio de recuperacdo de 99,94%, como mostra a Tabela 20.

A robustez foi avaliada por meio de pequenas modificacdes, individualmente, nos
seguintes parametros do método: comprimento de onda, equipamento e fonte de agua. Os
valores calculados de DPR% se mostraram abaixo de 2,0%, conforme mostrado na Tabela 19,
comprovando que é permitido haver pequenas modificacbes nestes pardmetros sem
influenciar de maneira expressiva a analise do farmaco.

A avaliacdo da seletividade do método foi realizada em etapa anterior deste trabalho,

durante o desenvolvimento do método qualitativo de espectrofotometria no UV para a anélise
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da daptomicina, e foi discutida no item 5.4.5. A analise da solucdo aquosa do placebo,
constituido apenas por NaOH, mostrou que esta substancia ndo apresenta nenhuma banda de
absorcéo que possa interferir na analise da daptomicina na forma farmacéutica (Figura 10).
Este fato demonstra a seletividade do método.

O valor estimado para o limite de deteccdo foi de 0,14 pg/mL e para o limite de
quantificacdo foi de 0,42 pg/mL. Estes valores sugerem a capacidade do método para detectar
e quantificar com confiabilidade daptomicina em p0 liofilizado para solucéo injetavel.

O método proposto cumpre todos 0s requisitos preconizados pela literatura para
validacdo de métodos analiticos (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 37, 2014). Assim, ele €
capaz de quantificar daptomicina em po liofilizado para preparacdes injetaveis, apresentando
as vantagens de ser um método de simples execucdo e utilizar solvente de baixo custo, facil
descarte, baixa toxicidade e ambientalmente favoravel.

Este trabalho gerou um artigo cientifico: TOTOLLI, E.G.; SALGADO, H.R.N. A green
approach for the determination of daptomycin in pharmaceutical formulation by UV

spectrophotometry. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 51, p. 811-822, 2015.
6.2. Ensaio microbiol6gico pelo método turbidimétrico
6.2.1. Considerac0es gerais

Para a andlise de antimicrobianos, paralelamente aos métodos fisico-quimicos,
também sdo recomendados métodos microbioldgicos, os quais possibilitam a determinacgdo da
poténcia ou atividade de um produto contendo este tipo de farmaco. Isto é possivel através da
comparacdo da dose que inibe o crescimento de um micro-organismo suscetivel em relacéo a
dose de uma substancia quimica de referéncia do antimicrobiano que produza inibic¢éo similar
(FB, 2010).

Existem duas maneiras mais comuns de se determinar a poténcia de antimicrobianos:
através do método de difusdo em agar e pelo método turbidimétrico. O primeiro se baseia na
medida do didmetro de zonas de inibicdo de crescimento microbiano formadas pela presenca
de uma substancia antimicrobiana. O segundo se fundamenta na medida da diminuicdo da
turbidez causada por inibi¢do do crescimento de um cultivo microbiano em solugédo uniforme
do antimicrobiano, em um meio liquido que favorece o seu rapido crescimento na auséncia
desse farmaco (ESMERINO et al., 2004; JP, 2011). Em ambos o0s casos, a resposta do micro-

organismo tem relacéo direta com a concentragdo da substancia ativa.
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Estudos realizados com a daptomicina mostraram que seu mecanismo de acdo é
dependente de niveis fisiolégicos de célcio no organismo. Desta forma, para o
desenvolvimento de um metodo microbiolégico in vitro, é necessario suplementar o meio de
cultura com este nutriente para obter atividade satisfatdria do antimicrobiano em questdo
(FUCHS; BARRY; BROWN, 2000; KOETH; LECLERCQ; OLSSON-LILJEQUIST, 2004).

Na literatura, ndo foi encontrado nenhum trabalho que tenha realizado um método
microbiologico para a avaliacdo da poténcia da daptomicina em po liofilizado para solucéo
injetavel. Considerando que métodos microbiolégicos fornecem informagGes importantes da
atividade de antimicrobianos, as quais métodos fisico-quimicos ndo sdo capazes de fornecer,
esta etapa do trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e validacdo de ensaio
microbiologico pelo método turbidimétrico para a analise da poténcia da daptomicina na

forma farmacéutica.
6.2.2. Material

Para o desenvolvimento do método turbidimétrico foram utilizadas daptomicina SQR
e daptomicina em po liofilizado para solucdo injetavel descritas nos itens 4.2 e 4.3,
respectivamente. Também foram utilizados o cloreto de célcio diidratado (Synth, Diadema,
Brasil) e o hidréxido de sodio (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil).

Durante os ensaios preliminares, as seguintes cepas foram utilizadas: Kocuria
rhizophila ATCC 9341 IAL 636, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 IAL 2150,
Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 2082, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Bacillus
atrophaeus ATCC 9372 IAL 1027.

O meio de cultura utilizado para os ensaios foi o caldo BHI (Merck, Darmstadt,
Alemanha). Também foi empregado o meio de cultura 4gar Casoy (Difco, Franklin Lakes,
EUA) para a manutencdo dos micro-organismos. Formaldeido grau analitico (Qhemis, Sao
Paulo, Brasil) foi usado para interromper o crescimento dos micro-organismos.

Os meios de cultura foram esterilizados antes do uso em autoclave vertical modelo AV
(Phoenix Luferco, S&o Paulo, Brasil). A incubagdo dos micro-organismos foi realizada em
aparelho incubador shaker modelo MA420 (Marconi, Piracicaba, Brasil) e estufa para cultura
bacterioldgica ECB 1.2 digital (Odontobras, Ribeirdo Preto, Brasil). Para as leituras, utilizou-
se espectrofotdmetro modelo DU 530 (Beckman Coulter, Brea, EUA).

O software Microsoft Excel (2013) foi utilizado para a construgdo das curvas

analiticas.
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Também foram usados os seguintes equipamentos: micropipetador modelo 20-200 uL
(Digipet, Curitiba, Brasil); balanca analitica modelo H10 (Mettler Toledo, Barueri, Brasil) e

balanca semi-analitica modelo B160 (Micronal, Séo Paulo, Brasil).
6.2.3. Metodo
6.2.3.1. Ensaios preliminares para estabelecimento dos parametros analiticos

Para a padronizacdo das melhores condi¢fes para o desenvolvimento do método
turbidimétrico, foram realizados alguns ensaios preliminares, nos quais foram testados
diferentes micro-organismos, solucGes diluentes, concentracdes de indculo e de farmaco e
concentracdo de céalcio no meio de cultura. A Tabela 22 apresenta todos 0s pardmetros

testados.
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Tabela 22- Pardmetros testados durante o desenvolvimento do ensaio microbiolégico pelo

método turbidimétrico para analise da poténcia da daptomicina na forma farmacéutica

Parametros Descricao
Bacillus atrophaeus ATCC 9372 IAL 1027
Kocuria rhizophila ATCC 9341 IAL 636
Micro-organismos Staphylococcus aureus ATCC 25923
Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 2082
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 IAL 2150

Meio de cultura caldo Brain Heart Infusion (BHI)

Solucgdes diluentes agua purificada .
solucao tampdo fosfato de potassio 0,1 M pH 8,0
4,0
Concentragdes do inoculo 5,0
(%) 6,0
7,0

0

50

Concentracdo de calcio no 75
meio de cultura (pg/mL) 80
85
100

1,0; 2,0;4,0

2,0;4,0;8,0

4,0; 8,0; 16,0

ConcentragOes das solugdes 8,0; 16,0, 32,0
padrdo e amostra (pug/mL) 8,0; 12,0; 18,0
10,0; 20,0; 40,0
14,0; 28,0; 56,0
16,0; 32,0; 64,0

Apos a realizacdo dos ensaios preliminares, os parametros apresentados na Tabela 23

foram selecionados, por apresentarem melhor desempenho na analise.
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Tabela 23- Parametros estabelecidos para a determinacdo da poténcia da daptomicina em pé
para solucéo injetavel pelo método turbidimétrico

Parametros Descricao
Micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 2082
Meio de cultura caldo BHI
Diluente agua
Concentracédo do indculo 5,0%

Concent(a(;ao de calcio no 75 ug/mL
meio de cultura
ConcentracOes das solugdes

padrdo e amostra 8,0; 12,0; 18,0 pg/mL

6.2.3.2. Preparo dos meios de cultura

Todos os meios de cultura foram preparados conforme indicado pelos fabricantes em
seus respectivos rotulos, sendo dissolvidos em agua sob aquecimento e esterilizados em

autoclave (condigdes: 121 °C, 1 atm) durante 15 minutos.

6.2.3.3. Preparo do in6culo

O micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 2082 foi inoculado com
auxilio de alca de platina em 30 mL de caldo BHI e mantido, para o seu crescimento, em
estufa microbioldgica a temperatura de 35 °C + 2 °C, durante as 24 horas anteriores a
realizacdo do experimento. Depois disso, o inoculo foi padronizado em espectrofotémetro a
580 nm, obtendo-se transmitancia de 25% + 2% (FB, 2010).

6.2.3.4. Preparo das solucdes de daptomicina SQR

Para o preparo de uma solucdo estoque, o equivalente a 5,0 mg de daptomicina SRQ
foi pesado e transferido analiticamente para baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi
completado com agua purificada, resultando em solucdo de 100 pg/mL. Para balGes
volumétricos com capacidade de 5 mL foram transferidos volumes de 0,4; 0,6 e 0,9 mL desta
solucdo estoque, cujos volumes foram completados com &gua purificada para obtengdo de

solugdes de trabalho com as concentragOes de 8,0; 12,0 e 18,0 pg/mL.
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6.2.3.5. Preparo das solucdes de daptomicina amostra

Foi preparada uma solugdo estoque de daptomicina amostra na concentracao teorica de
100 pg/mL. Para isso, primeiramente foi verificado o peso médio de trés frascos-ampola de
daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras, conforme descrito no
item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool, o equivalente a 5,0 mg de daptomicina foi analiticamente
pesado e transferido para baldo volumétrico de 50 mL. O volume do baldo foi completado
com agua purificada para obtencédo de solucédo estoque de 100 pg/mL.

Para bal6es volumétricos com capacidade de 5 mL foram transferidos volumes de 0,4;
0,6 e 0,9 mL desta solucéo estoque e os volumes foram completados com agua purificada para
obtencg&o de solugdes de trabalho com as concentracfes de 8,0; 12,0 e 18,0 pg/mL.

6.2.3.6. Preparo da solucéo de calcio

Para obter uma solucdo contendo 10,0 mg/mL de célcio a partir de cloreto de calcio
diidratado (CaCl2.2H,0), foram pesados 3,66 g de CaCl..2H.O (0 equivalente a 1,0 g de
calcio) e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado com agua

purificada e a solucdo foi devidamente homogeneizada.
6.2.3.7. Ensaio

O preparo do in6culo foi realizado como descrito no item 6.2.3.3. Depois disso, foram
distribuidos em tubos de ensaio idénticos contendo 10 mL de caldo BHI estéril, 200 uL das
solugdes padrdo ou amostra, descritas nos itens 6.2.3.4 e 6.2.3.5, respectivamente, e 75 pL da
solucdo de 10,0 mg/mL de célcio. Posteriormente foi adicionado 0,5 mL de caldo nutriente
inoculado. Desta forma, foram utilizados 20 tubos de ensaio em retas paralelas 3 x 3, sendo
trés tubos para cada concentracdo do padrdo e da amostra, um para 0 controle positivo
(contendo caldo e o in6culo, sem adicdo de daptomicina) e um para o controle negativo
(contendo somente o caldo). Para cada concentracdo do padrdo e da amostra foram feitas trés
réplicas.

Os tubos foram incubados em banho de aquecimento com agitador orbital, a
temperatura de 35,0 °C = 2,0 °C, por 4 horas. Apos o periodo de incubagéo, foi interrompida a
multiplicacdo dos micro-organismos pela adi¢do de 0,5 mL de solugdo de formaldeido 12%
em cada tubo. O mesmo volume da solugdo de formaldeido também foi adicionado ao tubo do

controle negativo. Em seguida, o aparelho foi zerado pelo tubo de ensaio contendo o controle
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negativo e as leituras de absorvancia em cada tubo foram efetuadas no comprimento de onda
de 530 nm em espectrofotdmetro.
Em cada ensaio, os resultados foram analisados estatisticamente e a poténcia foi

calculada.
6.2.3.8. Obtencéo da curva analitica

A curva analitica foi construida de acordo com o descrito no item 6.2.3.7, utilizando-
se 0 delineamento 3x3, conforme o preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010). A reta
foi construida em gréafico logaritmico da concentracdo versus a média das absorvancias, com
as médias das absorvancias de cada uma das concentra¢fes da SQR, com auxilio do software
Microsoft Excel (2013). Foram realizadas trés curvas, em trés dias diferentes.

6.2.3.9. Célculo da poténcia de daptomicina na forma farmacéutica

Para o calculo da poténcia do da daptomicina no pdé liofilizado, foi realizado o
procedimento descrito no item 6.2.3.7. Depois disso, a poténcia foi calculada através da
equacdo de Hewitt (HEWITT, 2004) (Equagéo 12).

Poténcia (%) = Antilog Mx100
M=F /b Equagéo 12

b=E/I

Na qual:
F= 1/3[(A;+A,+4;)-(P+P,+P;)]

I=logatitmo da razdo das doses

E=1/4[(A;+P;)-(A,+P,)]

6.2.3.10. Validacdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos seguintes pardmetros: linearidade,
precisdo, exatiddo, robustez e seletividade, de acordo com o preconizado pela literatura
(BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 37, 2014).
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6.2.3.10.1. Linearidade

Para a andlise da linearidade do método, foram avaliadas trés curvas analiticas,
realizadas em trés dias diferentes. Cada curva foi construida de acordo com o descrito no item
6.2.3.8. Os resultados obtidos foram analisados para obtencao da equagdo da reta pelo método dos
minimos quadrados e a verificacdo da linearidade foi constatada por analise de variancia
(ANOVA).

6.2.3.10.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em dois quesitos: a repetibilidade e a precisao
intermediaria. A repetibilidade (intradia) foi estudada pela realizacdo da leitura de seis tubos
diferentes, na mesma concentracdo de daptomicina SQR (12,0 pg/mL), mesmo dia e mesmas
condigdes experimentais. O valor do desvio padréo relativo percentual (DPR%) entre as
determinag6es foi analisado. A precisdo intermediaria (interdias e entre-analistas), por sua
vez, foi avaliada através da realizacdo de determinacGes da poténcia de daptomicina na
amostra de po liofilizado para solugdo injetavel em trés dias diferentes e também por um
segundo analista, sob as mesmas condi¢es experimentais. Os valores de DPR% entre os

doseamentos foram calculados (ICH, 2005).
6.2.3.10.3. Exatidéo

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo. Neste ensaio, foi
preparada uma solucdo estoque de daptomicina SQR na concentracdo de 200 pg/mL. Para
isso, foi pesado o equivalente a 10,0 mg de daptomicina SRQ e transferido analiticamente
para baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com &gua purificada. Desta
solucdo, foi transferida uma aliquota de 5 mL para baldo volumétrico de 10 mL e o volume
foi completado com &gua purificada, resultando em uma solucéo de 100 pg/mL. Aliquotas de
0,8; 1,2 e 1,8 mL desta solucdo foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e os
volumes foram completados com &gua purificada para obtencdo de solugbes com as
concentracdes de 8,0; 12,0 e 18,0 ug/mL, correspondentes a P1, P2 e P3, respectivamente.

Para o preparo das solucbes para avaliacdo das recuperagdes, aliquota de 5 mL da
solucéo estoque de daptomicina SQR 200 pg/mL foi transferida para baldo volumétrico de
10 mL. Depois disso, foram adicionados 86 pL de uma solucdo de placebo previamente

preparada (solucdo de NaOH a 1000 pg/mL) para simular a concentracdo de NaOH que teria
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em uma solucdo de 100 pg/mL de amostra de daptomicina em pé liofilizado naquelas
condicBes. O volume entdo foi completado com &gua purificada e resultou-se em uma solucéo
de amostra simulada com 100 pg/mL de daptomicina SQR e 8,6 pg/mL de excipiente.

A partir desta solucdo de amostra simulada, aliquotas foram transferidas para balGes
de 10 mL para obter as solucGes para avaliagcdo das recuperagdes, de acordo com o descrito a
sequir:

Para o teste de recuperacao 1: foram transferidas aliquotas de 0,64; 0,96 e 1,44 mL
da solucdo de amostra simulada de 100 pg/mL para balGes volumétricos de 10 mL e os
volumes foram completados com &gua purificada, obtendo-se solugdes com as concentracdes
de 6,4 (R1); 9,6 (R2) e 14,4 (R3) ng/mL, representando amostra de 80% de poténcia.

Para o teste de recuperacdo 2: foram transferidas aliquotas de 0,8; 1,2 e 1,8 mL da
solucdo de amostra simulada de 100 pug/mL para baldes volumétricos de 10 mL e os volumes
foram completados com agua purificada, obtendo-se solu¢fes com as concentracdes de
8,0 (R1); 12,0 (R2) e 18,0 (R3) pg/mL, representando amostra de 100% de poténcia.

Para o teste de recuperacao 3: foram transferidas aliquotas de 0,96; 1,44 e 2,16 mL
da solucdo de amostra simulada de 100 pg/mL para bal6es volumétricos de 10 mL e os
volumes foram completados com &gua purificada, obtendo-se solugdes com as concentracdes
de 9,6 (R1); 14,4 (R2) e 21,6 (R3) pug/mL, representando amostra de 120% de poténcia.

Cada uma das amostras simuladas (R1, R2 e R3) foi doseada em ensaios

independentes. A porcentagem de recuperagdo (R%) foi calculada pela Equacéo 13.

PR
R% = (ﬁ) x 100 Equacéo 13

Em que:
PR = poténcia encontrada nas amostras de recuperagado

PT = poténcia tedrica
6.2.3.10.4. Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método, foram variados quatro parametros,
individualmente: a concentracdo do inéculo (0,2% acima e abaixo da concentracdo de
trabalho); a concentracdo de calcio adicionada ao meio de cultura (5 pg/mL acima e abaixo);
0 comprimento de onda de leitura dos resultados (5 unidades de comprimento de onda acima e
abaixo) e o tempo de incubagdo no shaker (10 minutos acima e abaixo). Para isso, foram

realizadas determinacOes da poténcia de daptomicina na amostra de pé para solucdo injetavel
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nas diferentes condicGes propostas. As respostas obtidas foram avaliadas quanto ao DPR%
entre as determinagdes, comparando-as com as condi¢des normais de trabalho.

6.2.3.10.5. Seletividade

Para avaliar a seletividade do método, primeiro foi preparada uma solucédo de placebo,
constituida apenas por hidroxido de sodio, na mesma concentracdo que estaria em uma
solucdo de 18 pg/mL de amostra de daptomicina em po liofilizado. Para isso, foi pesada uma
massa de 0,86 mg de hidroxido de sddio e transferida para baldo volumétrico de 100 mL. O
volume do baldo foi completado com agua purificada, resultando em uma solucdo de
8,6 pg/mL de hidroxido de sodio. A partir desta solucdo, foi transferida uma aliquota de
1,8 mL para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua purificada,
obtendo-se uma solucdo de 1,56 pg/mL, mesma concentracdo de hidroxido de sédio que teria
uma solucédo de 18 pg/mL de amostra de po liofilizado de daptomicina.

Depois disso, em um tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo BHI estéril foram
adicionados 200 uL da solucdo de placebo e 0,5 mL do indculo previamente padronizado
como descrito no item 6.2.3.3. Em outro tubo contendo 10 mL de caldo BHI foi adicionado
apenas 0,5 mL do in6culo previamente padronizado. O restante do procedimento foi igual ao
descrito no item 6.2.3.7. Ao final do teste, o valor de absorvancia fornecido pelo tubo
contendo o placebo foi comparado com o valor de absorvancia do tubo contendo apenas o
meio de cultura com o in6culo para verificar se o hidroxido de sodio causou alguma inibicdo
no crescimento microbiano. Este ensaio foi realizado em triplicata.

O mesmo procedimento foi realizado para avaliar se a solucdo de CaClz.H20 interfere
no método proposto. Assim, no mesmo dia, em um outro tubo contendo 10 mL de caldo BHI
estéril, foram adicionados 75 pL da solucdo de cloreto de calcio descrita no item 6.2.3.6 e
0,5 mL de inéculo padronizado. O restante do procedimento foi igual ao descrito no item
6.2.3.7. Ao final do teste, o valor de absorvancia fornecido pelo tubo contendo a solucéo de
cloreto de célcio foi comparado com o valor de absorvancia do tubo contendo apenas o meio
de cultura com o indculo para verificar se o cloreto de calcio causou alguma inibicdo no

crescimento microbiano. Este ensaio também foi realizado em triplicata.
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6.2.4. Resultados
6.2.4.1. Ensaios preliminares

Durante a realizagdo dos ensaios preliminares para a padronizacdo dos parametros
para o ensaio microbioldgico pelo método turbidimétrico (Tabela 22), primeiro foram testados
0S micro-organismos de baixa patogenicidade, Kocuria rhizophila, Bacillus atrophaeus e
Staphylococcus epidermidis. No entanto, foi possivel notar que a Kocuria rhizophila
apresentou crescimento muito baixo no meio de cultura testado (caldo BHI) apds 24 horas de
incubacdo. Em relacdo aos micro-organismos S. epidermidis e B. atrophaeus, o primeiro
demandou concentragfes mais elevadas das solugdes de daptomicina para que houvesse
inibicdo do seu crescimento (> 60 pg/mL), e o segundo ndo se mostrou susceptivel a
daptomicina mesmo em concentracdes altas (> 60 pg/mL). As duas cepas de S. aureus
testadas apresentaram crescimento satisfatorio no meio de cultura testado, além de resultados
reprodutiveis e adequada linearidade.

Agua e solucdo tampao fosfato pH 8,0 foram testadas como diluentes apds 0s outros
parametros do método serem selecionados. Ambas apresentaram resultados semelhantes.

Dentre as varias concentracdes de inoculo testadas, a concentracdo de 5% apresentou
os melhores resultados, devido ao crescimento em quantidade adequada do micro-organismo
em relacdo as concentragcbes do antimicrobiano selecionadas. O mesmo ocorreu com as
concentracdes de daptomicina na faixa de 8,0 a 18,0 pug/mL, as quais mostraram melhor
linearidade e precisdo dos resultados.

Vaérias concentracdes de calcio no meio de cultura foram testadas e notou-se que a
concentracdo de 75 pg/mL possibilitou uma maior atividade da daptomicina frente ao S.
aureus em relacdo a concentracdo de 50 pg/mL. Néo houve diferenca na inibicdo de
crescimento bacteriano apresentada em concentracdes acima de 75 pg/mL. O ensaio realizado
sem a adicdo de célcio ao meio de cultura mostrou que ndo houve inibicdo do micro-
organismo-teste pelo antimicrobiano, reforcando a necessidade da adi¢do desta substancia ao

meio de cultura.
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6.2.4.2. Validagdo do método
6.2.4.2.1. Linearidade

Os valores de absorvancia obtidos durante avaliacdo da linearidade do método, para as
solucdes em diferentes concentracdes de daptomicina SQR e amostra, estdo mostradas na
Tabela 24.

Tabela 24- Valores de absorvancia determinados para a constru¢do da curva analitica de

daptomicina pelo método turbidimétrico

Absorvancial

. P1 P2 P3 Al A2 A3

Hd (8,0) (12,0) (18,0) (8,0) (12,0) (18,0)
Dia 1 0724 0,464 0193 0721 0.455 0.169
Dia 2 0.735 0.448 0,192 0.753 0.445 0.153
Dia 3 0,763 0,442 0,184 0.796 0.461 0,157
Absrﬂg‘é?gc'a 0,741 0,451 0,190 0,757 0,454 0,159
DPR2(%) 273 253 260 4.94 173 540

1 Média de trés determinagGes
2 DPR: desvio padrao relativo

As curvas analiticas de daptomicina SQR e amostra (Figura 25) foram construidas
com as médias dos valores das absorvancias das trés curvas analiticas obtidas durante os
ensaios de linearidade e paralelismo.

As equacles da reta, determinadas pelo método dos minimos quadrados, foram:
y =-0,679In(x) + 2,1485, com coeficiente de correlacdo (r) igual a 0,9991, para a daptomicina
SQR e y = -0,736In(x) + 2,2863, com r de 0,9999, para o farmaco em pd para solucao

injetavel.
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Figura 25- Representacdo gréfica das curvas analiticas de solugdes de daptomicina SQR e
amostra, em concentragdes de 8,0; 12,0 ¢ 18,0 ug/mL, obtidas pelo método turbidimétrico. P:

daptomicina SQR. A: daptomicina amostra.

0,800 P:y=-0,679In(x) + 2,1485
r=0,9991

® 0,600 A:y = -0,736In(x) + 2,2863
£ r = 0,9999
2 0,400 N
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< 0,200 Amostra
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Log da concentragdo
A ANOVA calculada para os dados das curvas analiticas de daptomicina esta
apresentada na Tabela 25.

Tabela 25- Analise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo das

curvas analiticas de daptomicina, utilizando o método turbidimétrico

Fontes de variacao GL SQ QM Feal Ftab
Preparacao 1 0,00007 0,00007 0,20 4,96
Regressao 1 0,98852 0,98852 2777,84* 4,96
Paralelismo 1 0,00161 0,00161 4,51 4,96
Quadratico 1 0,00034 0,00034 0,96 4,96

Diferenca de 1 0,00009  0,00009 0,26 4,96
quadratico
Entre doses 5 0,9906 0,1981 556,75* 3,33
Entre tubos 2 0,0006 0,0003 0,89 4,10
Dentro (erro) 10 0,0036 0,0004 ... ...
Total 17 0,9948 L e

*Significativo para p < 0,05

6.2.4.2.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em trés parametros: intradia, interdias e entre-
analistas. Os resultados foram expressos com base nos valores de DPR%. A preciséo intradia
(repetibilidade), na qual a concentracéo de 12,0 pg/mL de daptomicina SQR foi repetida por

seis vezes, sob as mesmas condi¢Bes experimentais, laboratorio e analista, forneceu valor
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percentual de DPR de 4,32%. Os valores percentuais de DPR apresentados pelos parametros

interdias e entre-analistas estdo apresentados na Tabela 26.

Tabela 26- Determinacdo da precisdo interdias e entre-analistas do método turbidimétrico

para analise de daptomicina em po liofilizado

Interdias Entre-analistas
Amostra Dia Massa! Poténcial DPR? Analista Massal Poténcial DPR?
(g/frasco) (%) (%) (g/frasco) (%) (%)
1 0,509 101,78
1 0,509 101,78
1 2 0,506 101,17 1,48 4,08
2 0,539 107,82

3 0,495 98,94

1 média de trés determinagdes
2DPR = desvio padréo relativo

6.2.4.2.2. Exatidao

Determinou-se a exatiddo do método pelo teste de recuperacdo. Utilizando a Equacéo
13, obteve-se valor médio de exatiddo de 101,41%. Os resultados do teste de recuperacdo

estéo representados na Tabela 27.

Tabela 27- Teores obtidos no teste de recuperacdo do método turbidimétrico para

determinacéo da poténcia de daptomicina em po liofilizado para solucao injetavel

Poténcia Poténcia x x
Recuperacdao Recuperacao

L - 1 2 (0,
te(%;:;:a enco(r;;)r)ada (%) média (%) DPR? (%)

Recuperagéo 1 80,00 81,35 101,69

Recuperagdo2 100,00 101,19 101,19 101,41 0,25

Recuperacéo 3 120,00 121,62 101,35

1 média de trés determinagdes
2DPR = desvio padrio relativo

6.2.4.2.3. Robustez

A robustez foi avaliada, modificando-se quatro parametros, individualmente: a
concentragdo do inbculo, a concentragdo de célcio adicionada ao meio de cultura, o
comprimento de onda de leitura dos resultados e o tempo de incubagdo no shaker. Os valores
de DPR% entre os doseamentos calculados para todos os parametros testados ficaram abaixo
de 5%.
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A Tabela 28 apresenta os resultados obtidos durante a avaliagdo da robustez pelo
método proposto.

Tabela 28- Valores obtidos na avalia¢do da robustez do método turbidimétrico para analise da

poténcia de daptomicina em po para solucéo injetavel

Faixa Daptomicina Daptomicina

., 1
Variavel investigada (g/frasco) (%) DPR® (%)
Concentracéo do 4.8 0,459 91,70
inculo (%) 5,0 0,495 98,94 4,22
5,2 0,462 92,45
Concentracéo de 70 0,519 103,87
calcio (ug/mL) 75 0,506 101,17 2,39
80 0,496 99,11
Comprimento de 525 0,494 98,79
onda para 530 0,506 101,17 1,57
leitura (nm) 535 0,491 98,22
Tempo de 3h50min 0,484 96,87
incubacéo no 4h 0,506 101,17 3,53
shaker 4h10min 0,520 103,92

!DPR: desvio padréo relativo

6.2.4.2.4. Seletividade

A seletividade do método foi testada para avaliar se 0 excipiente presente na amostra
de daptomicina em poé liofilizado para solucdo injetavel interfere nas analises do método
desenvolvido. Para isso, foi verificado se 0 NaOH, Unico adjuvante da forma farmacéutica,
apresentaria atividade antimicrobiana sobre o micro-organismo-teste. Da mesma forma, foi
verificado se o CaCl2.2H.0, com o qual se preparou a solucdo de célcio adicionada ao meio
de cultura e necessaria para a atividade antimicrobiana da daptomicina, interferia nas analises.
As absorvancias obtidas nos ensaios foram comparadas com as obtidas com um controle
positivo, ou seja, contendo apenas meio de cultura e o indculo.

A Tabela 29 apresenta os resultados obtidos na analise da seletividade do método e

mostra que em nenhum dos casos houve interferéncia dos compostos testados.
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Tabela 29- Valores de absorvancia obtidos na andlise da seletividade do método
turbidimétrico para analise da poténcia de daptomicina em pd para solucéo injetavel

Absorvancias Absorvancias Absorvancias
obtidas com o obtidas no ensaio obtidas no ensaio
controle positivo com o NaOH com o CaCl2.2H20
1 0,862 0,830 0,894
2 0,913 0,897 0,976
3 0,852 0,932 0,947
Média 0,876 0,886 0,939

6.2.5. Discussao

Métodos microbiolégicos tém como objetivo determinar a poténcia do antimicrobiano
com base em sua atividade antimicrobiana (JP, 2010). Entre os métodos microbiolégicos mais
utilizados, destacam-se 0 método por difusdo em agar e o turbidimétrico.

Para o desenvolvimento deste trabalho, o método escolhido foi o turbidimétrico,
principalmente devido as vantagens que ele oferece em relacdo ao difusdo em agar. Primeiro,
trata-se de um método mais rdpido, o qual fornece os resultados apds apenas 4 horas de
andlise, enquanto o método por difusdo em &gar necessita tempo maior de incubacdo, de 24
horas, em média (TOTOLI; SALGADO, 2013). Esta vantagem torna-o mais conveniente para
as analises rotineiras de controle de qualidade. Além disso, o método por difusdo em agar
apresenta outra limitagdo, que é o fato de alguns farmacos exibirem dificuldade de se
difundirem através do meio de cultura sélido, o que ndo ocorre no método turbidimétrico por
empregar um meio de cultura liquido. Ao mesmo tempo, a leitura dos resultados, neste caso, é
realizada com auxilio de um equipamento (espectrofotdmetro), o que minimiza a ocorréncia
de erros em relagdo ao método de difusdo em agar, no qual as medidas dos halos de inibicao
sdo realizadas através da percepcdo do analista.

Os métodos microbiologicos, de maneira geral, apresentam desvantagens quanto ao
tempo de execucdo e o volume de trabalho e material empregados. Por tais motivos,
frequentemente estes métodos vém sendo substituidos por métodos fisico-quimicos nas
analises de rotina do controle de qualidade de antimicrobianos. No entanto, esta ndo € uma
pratica recomendavel, visto que os métodos microbiologicos fornecem informagdes sobre a
atividade bioldgica destes farmacos as quais métodos fisico-quimicos ndo sdo capazes de
fornecer. Muitas vezes a parte da molécula essencial para atividade antimicrobiana pode néo
ser a mesma detectada no metodo fisico-quimico, gerando conclusdes falsas sobre qualidade
do medicamento (MORENO; SALGADO, 2007; SILVA, 2012). Desta forma, 0s ensaios
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microbioldgicos para a determinagdo da poténcia de antimicrobianos ainda desempenham um
papel essencial nos processos de fabricacdo e de controle de qualidade destes farmacos.

Durante o desenvolvimento do método, foram testadas concentracdes de
antimicrobiano que variaram entre 1,0 e 64,0 pg/mL. Diante disso, foram escolhidas as
concentragdes de 8,0; 12,0 e 18,0 pg/mL por terem apresentado a melhor correlagdo entre a
dose e a resposta da substancia em analise. O mesmo motivo levou a escolha da concentracdo
de 5% de inoculo. Da mesma forma, foi realizada a escolha do micro-organismo
Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 2082, ja que, dentre as bactérias analisadas, foi a que
apresentou melhor resposta frente a daptomicina.

As solucBes diluentes testadas, &gua e solucéo tampdo pH 8,0, apresentaram resultados
parecidos. Desta forma, optou-se pelo uso da dgua devido a praticidade de seu uso e economia
do material necessario para o preparo de solucbes tampdo. Com relacdo a concentracdo de
calcio no meio de cultura, varias concentracdes foram testadas e optou-se pelo uso de
75 pg/mL por apresentar um melhor resultado em relagdo as outras concentracdes testadas.
Foi possivel notar que sem a adicdo de calcio ao meio de cultura, a daptomicina nao
apresentou nenhuma atividade antimicrobiana frente ao S. aureus e este fato vem ao encontro
das informacgOes encontradas na literatura, as quais mostram que o mecanismo de acdo de
acdo da daptomicina € completamente dependente da presenca deste nutriente (JUNG et al.,
2004; HANCOCK, 2005; BAMBEKE et al., 2008).

O método foi validado de acordo com o preconizado pela literatura (BRASIL, 2003;
ICH, 2005; USP 37, 2014). A linearidade foi comprovada avaliando-se os coeficientes de
correlagéo (r) de 0,9991 e 0,9999, para SQR e amostra, respectivamente, valores excelentes
para um ensaio bioldgico. A linearidade do método também foi demonstrada por meio de
analise estatistica (Tabela 25), a qual demonstrou que ndo existe desvio da linearidade nas
curvas analiticas provenientes da substancia quimica de referéncia e amostra. Esta concluséo é
baseada no fato de que o parametro “quadratico” apresentou F calculado (0,96) menor que F
tabelado (4,96), assim como ocorreu com a “diferenca de quadratico”, na qual F calculado
(0,26) também apresentou valor inferior ao de F tabelado (4,96).

Também foi evidenciado, estatisticamente, que ndo existe diferenca significativa na
inclinacdo das curvas analiticas da substancia quimica de referéncia e da amostra, ja que 0
parametro “paralelismo” apresentou F calculado (4,51) menor que F tabelado (4,96). Esta

analise foi realizada a um nivel de significancia de 5%.
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A precisdo do método foi avaliada em trés quesitos: intradia, interdias e entre-
analistas. Os parametros interdias e entre-analistas foram realizados pela comparacdo das
poténcias obtidas em diferentes dias, no caso da precisdo interdias, e através de diferentes
analistas, para a entre-analistas. A precisdo intradia foi realizada pela leitura de seis tubos
diferentes, na mesma concentracdo e mesmas condicGes experimentais. O valor de DPR%
obtido na precisdo interdias foi de 1,48%, na entre-analistas foi 4,08% e intradia, 4,32%. Estes
valores se encontram abaixo do valor estabelecido pela RE n° 899, de 15%, para métodos
bioanaliticos (BRASIL, 2003).

A exatiddo do método foi comprovada pelo teste de recuperacdo. Neste teste,
quantidade conhecida de SQR foi adicionada a solu¢do contendo o excipiente do
medicamento (placebo contaminado). A recuperacdo média estimada foi de 101,41%, dado
gue demonstra a capacidade do método de determinar teores pré-definidos de modo exato.

A robustez do método foi realizada variando-se, individualmente, a concentracdo do
indculo, a concentracdo de célcio adicionada ao meio de cultura, o comprimento de onda de
leitura dos resultados e o tempo de incubacdo no shaker. O método se mostrou robusto para
todos os parametros testados.

Quanto a seletividade do método, foi verificado que o excipiente da amostra de
daptomicina em po liofilizado, 0 NaOH, ndo interfere na analise. Para isso, esta substancia foi
submetida a andlise frente ao micro-organismo-teste sem a presenca do antimicrobiano, e 0s
resultados obtidos foram comparados ao do controle positivo. Assim, foi possivel notar que o
NaOH ndo apresenta qualquer atividade antimicrobiana, portanto os resultados obtidos nos
ensaios sdo exclusivamente provenientes da daptomicina. O cloreto de célcio, quando
submetido ao mesmo teste, também mostrou que ndo possui nenhuma atividade
antimicrobiana.

Assim sendo, 0 método proposto mostrou-se linear, preciso, exato, robusto e seletivo,
atendendo a todas as exigéncias para uma adequada quantificacdo de daptomicina em pé para
solucdo injetavel, podendo ser utilizado em analises de rotina do controle de qualidade. Além
disso, fornece resultados em apenas 4 horas, tempo comparavel ao de métodos fisico-
quimicos.

Este trabalho gerou um artigo cientifico, publicado em revista internacional: TOTOLI,
E.G.; SALGADO, H.R.N. Rapid turbidimetric assay to determine the potency of daptomycin
in lyophilized powder. Pharmaceutics, v. 7, p. 106-121, 2015.
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6.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) indicativa de estabilidade
6.3.1. Consideragdes gerais

A CLAE ¢é uma das técnicas mais utilizadas para a analise quantitativa de farmacos na
industria farmacéutica. Entre suas vantagens, destacam-se a possibilidade de se realizar
anélises em um curto intervalo de tempo, a capacidade de analisar misturas complexas devido
a sua alta resolugdo, suas andlises quantitativas sdo de facil execucdo e grande precisdo,
apresenta boa sensibilidade, é extremamente versatil por possibilitar a analise de substancias
organicas e inorganicas, liquidas ou sdlidas, idnicas ou covalentes e ainda permite a
automatizacao de suas analises, trazendo praticidade a andlises de rotina. Por outro lado, uma
das suas principais desvantagens é o alto custo da instrumentacdo e operacdo, ja que esta
técnica demanda solventes organicos de alta pureza e custo, além de colunas analiticas
dispendiosas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 1997).

Para ser indicativo de estabilidade, um método deve ter a capacidade de quantificar o
ingrediente ativo sem a interferéncia de produtos de degradagdo, impurezas de processo,
excipientes ou outras impurezas em potencial (ALSANTE et al., 2007).

Na literatura sdo encontrados alguns trabalhos que descrevem o desenvolvimento de
métodos de CLAE para a andlise da daptomicina, sendo a maior parte deles voltada para
fluidos bioldgicos, como pode ser visto na Tabela 2, encontrada na secdo de revisdo
bibliogréafica de métodos analiticos para a analise da daptomicina deste trabalho.

H& apenas dois trabalhos na literatura, recentemente publicados, em que foram
desenvolvidos métodos analiticos para analise da daptomicina na forma farmacéutica de p6
liofilizado para solucéo injetavel, por CLAE (CHRIST et al., 2014; GONG et al., 2014). No
entanto, Christ e colaboradores (2014) optaram por fase mével constituida por uma mistura de
solventes organicos potencialmente toxicos (metanol e acetonitrila) e solugcdo tampao, a qual
pode precipitar e causar problemas de entupimento em colunas analiticas e em todo o sistema
cromatografico. Além disso, o pH da fase mével foi ajustado para um nivel extremamente
acido (2,2), o que também pode contribuir para reduzir a vida util do sistema cromatografico.
Gong e colaboradores (2014) também optaram por fase moével constituida por acetonitrila.

Por tais motivos, foi desenvolvido um novo método analitico para quantificagdo da
daptomicina em pd para solucéo injetavel por CLAE, utilizando como fase movel apenas uma

mistura de etanol e agua com pH ajustado para 4,5, visando tornar o método mais simples,
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mais seguro para o operador e ainda minimizar os problemas que a presenca de solugdes-

tampdo na constituicdo de fases mdveis poderia causar no sistema cromatogréfico.
6.3.2. Material

Para a analise cromatogréafica foram utilizadas daptomicina SQR e daptomicina em po
liofilizado para preparagdes injetaveis descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente.

As fases mdveis utilizadas neste trabalho foram preparadas a partir de agua
ultrapurificada obtida através de equipamento Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, EUA). O
etanol utilizado na preparagédo da fase movel possui grau HPLC e foi adquirido da J.T. Baker
(Ecatepec de Morelos, México). A solucdo de &cido acético utilizada para ajustar o pH das
fases moveis foi adquirida da J.T. Baker (Ecatepec de Morelos, México). A fase movel, apds
preparada, foi submetida a degaseificagdo em banho ultrassénico modelo USC2800A
(Unique, Indaiatuba, Brasil), por 30 minutos. Todas as solucGes foram filtradas através de
membrana de 0,45 um (Pall Corporation, Michigan, EUA) antes de serem injetadas.

Para os estudos de degradacdo forcada, foram utilizados os seguintes materiais: HCI
(Qhemis, S&o Paulo, Brasil), NaOH (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), solu¢do de H2O2 0,3%
(Impex, Varginha, Brasil) e cdmara espelhada internamente (100 x 16 x 16 cm) com lampada
UVC (254 nm) 20 W.

O equipamento de CLAE usado foi Waters, modelo 1525 (Waters Chromatography
Systems, Milford, EUA), conectado a detector de UV/Visivel Waters 2487 e injetor manual
7725i com loop de 20 puL (Rheodyne Breeze, Berkeley, EUA). A separacdo cromatografica
foi realizada através de condicdes isocraticas de fase reversa em coluna Agilent Zorbax Cis, 5
pum, 4,6 x 150 mm (Agilent, Santa Clara, EUA).

Também foi usado cromatdgrafo Shimadzu® (Kyoto, Japdo) modelo Auto Injector
SIL-10A, acoplado a detector por arranjo de diodos (DAD) Shimadzu® modelo SPD-M10A,
para a andlise da pureza dos picos obtidos no ensaio de seletividade e estudos de degradacéo
forgada do método desenvolvido. O software utilizado neste caso foi o LC Solution®. Estas
analises foram realizadas no Laboratério NUBB 2, localizado no Instituto de Quimica da
UNESP, em Araraquara.

O software Microsoft Excel (2013) foi utilizado para a construcéo da curva analitica.

Os seguintes equipamentos também foram utilizados: banho-maria modelo Q334M
(Quimis, Diadema, Brasil); balanca analitica modelo H51 (Mettler Toledo, Barueri, Brasil);
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micropipetador modelo 20-200 pL (Digipet, Curitiba, Brasil); cAmara UV com espelhos em
seu interior, equipada com lampada UVC (254 nm).

6.3.3. Metodo
6.3.3.1. Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares para definicdo das melhores condigdes cromatograficas foram
realizados durante o desenvolvimento de método de CLAE para a andlise qualitativa da
daptomicina na forma farmacéutica de po liofilizado. Estas informacGes estdo disponiveis no
item 5.5 deste trabalho. As condicdes cromatogréaficas escolhidas foram descritas na Tabela 7,

presente no item 5.3.3.4.
6.3.3.2. Obtencdo da curva analitica

Para a realizacdo da curva analitica, foram pesados analiticamente o equivalente a 5,0
mg de daptomicina SQR, depois transferidos para baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi
completado com fase mével, para obtencdo de solucdo estoque com concentracdo tedrica de
100 pg/mL. Aliquotas de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0 e 3,5 mL desta solugdo foram transferidas para
baldes volumétricos de 5 mL, e os volumes foram completados com fase mdvel, para
obtencdo das solugdes de trabalho com as concentracbes de 20, 30, 40, 50, 60 e 70 pg/mL de
daptomicina SQR. Cada concentracdo foi preparada em triplicata e submetida a filtracdo antes
das injecbes. A curva analitica foi construida, com auxilio do software Microsoft Excel
(2013), através da disposicao das concentracdes das solucdes de trabalho de daptomicina SQR
em relacdo as respectivas médias das areas dos picos obtidas para cada uma delas. Este
procedimento foi realizado trés dias diferentes e uma curva analitica final com a média dos

trés dias foi construida.

6.3.3.3. Determinacdo de daptomicina na amostra de pé liofilizado para solucgédo
injetavel

6.3.3.3.1. Preparo da solucéo de daptomicina SQR
Foi preparada uma solucdo estoque de daptomicina SQR na concentracdo de

100 pg/mL, como descrito no item 6.3.3.2. Foram transferidos volumes de 2,0 mL desta

solucdo estoque para baldes volumétricos com capacidade de 5 mL e os volumes foram
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completados com fase mdvel para obtencdo de solugdes de trabalho com a concentracdo de
40,0 pg/mL. O preparo das solugdes foi realizado em triplicata e estas foram submetidas a

filtracdo antes das injecdes.
6.3.3.3.2. Preparo da solucéo de daptomicina amostra

Foi preparada uma solugdo estoque de daptomicina amostra na concentracao teorica de
100 pg/mL. Para isso, primeiramente foi verificado o peso médio de trés frascos-ampola de
daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras, conforme descrito no
item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool, o equivalente a 5,0 mg de daptomicina foi analiticamente
pesado e transferido para baldo volumétrico de 50 mL. O volume do baldo volumétrico foi
completado com fase movel para obtencao de solugdo estoque de 100 pg/mL.

Foram transferidos volumes de 2,0 mL desta solucdo estogque para baldes volumétricos
com capacidade de 5 mL cujos volumes foram completados com fase moével para obtencdo de
solucBes de trabalho com a concentragdo tedrica de 40,0 pg/mL. O preparo das solugdes foi
realizado em triplicata e estas foram submetidas a filtracdo antes das injecoes.

6.3.3.3.3. Célculo do teor de daptomicina na amostra

A concentracdo de daptomicina na amostra foi calculada pela Equacdo 7 e o seu teor
percentual foi calculado pela Equacdo 8. Estas equagdes foram descritas anteriormente no
item 6.1.3.3.3 deste trabalho.

6.3.3.4. Validagdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos seguintes parametros: linearidade,
precisdo, exatiddo, robustez, seletividade, limites de deteccdo e quantificacdo e conformidade
do sistema cromatogréafico, de acordo com o preconizado pela literatura (BRASIL, 2003; ICH,
2005; USP 37, 2014).

6.3.3.4.1. Linearidade

Para a andlise da linearidade do método, foram avaliadas trés curvas analiticas,
realizadas em trés dias diferentes. Cada curva foi construida de acordo com o descrito no item

6.3.3.2. Os resultados obtidos foram analisados para obten¢do da equacao da reta pelo método
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dos minimos quadrados e a verificacdo da linearidade foi constatada por anélise de variancia
(ANOVA).

6.3.3.4.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em dois quesitos: a repetibilidade e a precisao
intermediéria. A repetibilidade (intradia) foi estudada através da andlise de seis solugdes de
daptomicina SQR na concentragdo de 40,0 pg/mL, no mesmo dia e em condi¢Oes de trabalho
idénticas. O valor do desvio padréo relativo percentual (DPR%) entre as determinacdes foi
avaliado. A precisdo intermediaria (interdias e entre-analistas), por sua vez, foi avaliada
através da realizacdo de determinacGes do teor de daptomicina na amostra de p6 para solucao
injetavel em trés dias diferentes e também por um segundo analista, sob as mesmas condic¢des

experimentais. Os valores de DPR% entre os doseamentos foram calculados (ICH, 2005).
6.3.3.4.3. Exatidao

A exatiddo do método foi realizada atraves do ensaio de recuperagdo, no qual
quantidades conhecidas de daptomicina SQR foram adicionadas a quantidades conhecidas de
amostra (ICH, 2005). A recuperacao foi realizada em trés niveis, R1, R2 e R3, e as solucbes

foram preparadas segundo a Tabela 30, em triplicata.

Tabela 30- Preparo das solugdes para o teste de recuperacdo do método cromatografico para

daptomicina
Daptomicina amostra  Daptomicina SQR Ciggfiecr:;ﬁfgo
(100 pg/mL) (mL) (200 pg/mL) (ML) " ) vi
Amostra 1,0 " 200
R1 1,0 0,6 32,0
R2 1,0 L0 100
R3 1,0 14 18,0
Padrio . 1.0 20,0

! Bal&o volumétrico de 5 mL
2 Cada nivel de concentragéo foi preparado em triplicata

A porcentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da Equagéo 9, determinada
pela AOAC (AOAC, 2002) e descrita na se¢éo 6.1.3.4.3 deste trabalho.
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6.3.3.4.4. Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método, foi utilizado o modelo fatorial de Plackett-
Burman, baseado em uma matriz de 15 experimentos, variando-se 7 parametros em niveis
superiores e inferiores em relagdo aos de trabalho. A Tabela 31 apresenta a combinagéo
fatorial proposta por este modelo, em que as letras de A a G representam os fatores
(parametros de trabalho escolhidos para serem variados) e 0os nimeros de 1 a 15 representam
0 numero de experimentos (2n + 1), sendo que n € o ndmero de fatores. O numero zero
corresponde aos parametros normais que foram previamente estabelecidos durante a validagédo
do método, enquanto os nimeros 1 e -1 correspondem aos niveis superiores e inferiores que

foram variados em relagdo aos pardmetros normais (BERZAS et al., 2004).

Tabela 31- Combinacéo fatorial proposta pelo modelo Plackett-Burman

Parametro Combinacéo Fatorial

Analitico 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
A 1110121000-1-1-1 0 -1 0 O
B 011101000 -1-1-1 0 -1 0
C oo01110100U90-1-1-1 0 -1
D 1 0011100-2190 0 -1-1-10
E 010011100 -21 00 -1 -1 -1
F 1 0100110-2190 -1 0 0 -1 -1
G 11010012120-1-1 0 -1 0 0 -1

Resultados a b ¢ d e f g h i j k | m n o

A a G: fatores selecionados

1-15: namero de experimentos (2n + 1), em que n = nimero de fatores
0: fator sem variacéo

1: fator variado para nivel superior

-1: fator variado para nivel inferior

Os parametros de trabalho (fatores) e os niveis selecionados para o ensaio realizado

estdo apresentados na Tabela 32.
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Tabela 32- Fatores e niveis de variagdo selecionados para avaliacdo da robustez do método
cromatografico para anélise de daptomicina

Condicao Condicso Condicgao
Fator Unidade variada normaF(O) variada
(-1 (+1)
A Temperatura da oc 93 o5 97
sala
g Vazdodafase .. 0,58 0,60 0,62
movel
C Marca do etanol - Tedia J. T. Baker Panreac

Proporcéo da fase
D movel % A7:53viv  4555viv. 43:57 viv
(dgua:etanol)

, Laboratorio Laboratorio Laboratério
E Fonte de 4gua -

1 2 3
g Comprimentode 219 221 223
onda
G pH da fase movel - 4,3 4,5 4,7

0: fator sem variacdo
1: fator variado para nivel superior
-1: fator variado para nivel inferior

Para cada experimento, de 1 a 15, em que diferentes fatores e niveis de variacdo foram
aplicados, foi realizado um doseamento da daptomicina na forma farmacéutica de pé
liofilizado, de acordo com o método descrito no item 6.3.3.3. A influéncia das variacdes de
cada fator no resultado final é baseada em uma analise do fator em condi¢cBes normais em
relacdo a ele variado em niveis superior e inferior.

A andlise do fator “temperatura da sala” (A) serd dado como exemplo. Para sua
avaliacdo, primeiro foram analisados os experimentos de 1 a 8 da Tabela 31, onde foram
comparados os doseamentos obtidos em condi¢des normais de temperatura (0) com 0s
doseamentos obtidos com a temperatura variada para nivel superior (1). Desta forma, a média
de quatro doseamentos correspondentes ao nimero 0 (condi¢des normais) foi comparada a
média de quatro outros doseamentos correspondentes ao nimero 1 (condicdes alteradas para
nivel superior). A Equacdo 14 exemplifica a avaliagdo do efeito da mudanca da temperatura

para nivel superior.

Ao d+f+g+h a+b+c+e
B 4 B 4

Equacéo 14
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Em que:

d + f+ g + h = teores das amostras determinados com a temperatura da sala normal
(25°C)

a+ b+ c+ e = teores das amostras determinados com a temperatura da sala mais
elevada (27 °C)

Depois disso, mesmo procedimento é realizado, agora com 0s experimentos de 8 a 12

da Tabela 31, onde foram comparados os doseamentos obtidos em condi¢Ges normais de

temperatura (0) com os doseamentos obtidos com a temperatura variada para nivel inferior

(-1), de acordo com a equagéo 15.

DA’

_h+I+n+o0 i+j+k+m

Equacédo 15
1 2 quag

Em que:
h + 1+ n+ 0 = teores das amostras determinados com a temperatura da sala normal
(25°C)
i +j + Kk + m = teores das amostras determinados com a temperatura da sala menor
(23°C)

A interpretacdo do teste foi realizada pela comparagdo do valor obtido nas equacdes

14 e 15 com o valor resultante da Equacdo 16 (BERZAS et al., 2004).

Valor de referéncia = v2S Equacéo 16

Em que:

2
S = \/; (DA+ DB+ DC + DE + DF + DG)

Obs: os valores de DA a DG devem ser substituidos pelos valores de DA a DG™ para

a andlise dos niveis inferiores de variacdo para este fator.

Os valores encontrados nas Equacfes 14 e 15 (em mddulo) devem ser menores que 0

valor determinado na Equagdo 16 para que estes efeitos sejam interpretados como néo

significantes.
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6.3.3.4.5. Seletividade e estudo de degradacéo forcada

A seletividade do método de CLAE foi demonstrada de duas maneiras: na primeira,
mostrando que o excipiente presente na forma farmacéutica de pd liofilizado ndo interfere na
analise da daptomicina; na segunda, submetendo a amostra de daptomicina a condicdes
forcadas de estresse e demonstrando que os produtos de degradacdo formados também néo

interferem com a anélise do farmaco.
6.3.3.4.5.1. Analise da interferéncia do excipiente

A seletividade do método quanto a interferéncia do excipiente foi avaliada em etapa
anterior deste trabalho, durante o desenvolvimento de método qualitativo de CLAE e o

método foi descrito no item 5.3.2.2.2.
6.3.3.4.5.2. Estudo de degradacéo forcada

Solucdes de amostra de daptomicina (40 pg/mL) foram submetidas a degradacéo
forcada por condic¢Bes &cida, alcalina, aquosa, oxidativa e fotolitica, com 0s objetivos de
avaliar se o sistema cromatogréfico escolhido é capaz de detectar a degradacdo da
daptomicina na forma farmacéutica de pd para solucdo injetavel, revelar a presenca de
possiveis produtos de degradacdo e demonstrar que estes produtos nao interferem na analise
da daptomicina, demonstrando a seletividade do método.

A solucdo amostra foi preparada em HCI 0,01 M e NaOH 0,001 M para as hidrolises
acida e alcalina, respectivamente. As amostras foram aquecidas a 60 °C. A degradacdo aquosa
foi realizada pela exposicdo de solucdo aquosa da amostra a temperatura de 60 °C, em banho-
maria. Para a degradacao oxidativa, a solu¢cdo amostra foi preparada em solucdo de perdxido
de hidrogénio a 0,3% (p/v) e depois foi submetida a temperatura de 60 °C. A fotodegradacéo
foi induzida através da exposicdo de uma solucdo aquosa da amostra a luz ultravioleta,
utilizando camara espelhada internamente (100 x 16 x 16 cm), com lampada UVC (254 nm)
20W.

Para se calcular a porcentagem de degradagédo, foram comparadas as areas dos picos
obtidos com a daptomicina integra e apos as degradacdes. Os tempos de analise foram 0; 0,25;
0,50; 1,5; 3; 6; 24 e 48 horas. No caso da degradacéo fotolitica, foram necessarios 7 dias de

andlise para se obter uma degradagdo satisfatoria, j& que o ideal é que em estudos de
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degradacédo forcada para a validacdo de métodos indicativos de estabilidade se obtenha uma
degradacéo entre 5 e 20% (BLESSY et al., 2013).

Ap0s todas as condicdes forcadas de degradacéo, foi realizada uma andlise da pureza
dos picos da daptomicina para verificar se houve a interferéncia de algum produto de
degradagdo na analise do farmaco. Para isso, foi utilizado um equipamento de CLAE
acoplado a detector por arranjo de diodos.

6.3.34.6.LDeLQ

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados pelas Equacbes 10 e 11,
respectivamente, descritas no item 6.1.3.4.6, com base no desvio padrdo do intercepto e na
inclinacgdo da curva (ICH, 2005).

6.3.3.4.7. Teste de conformidade do sistema cromatografico

O teste de conformidade do sistema cromatografico foi realizado em etapa anterior
deste trabalho, durante o desenvolvimento de método qualitativo de CLAE e o método foi
descrito no item 5.3.2.1.1.

6.3.4. Resultados
6.3.4.1. Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares foram realizados em etapa anterior deste trabalho, durante o
desenvolvimento de método qualitativo de CLAE e os resultados estdo descritos na secao
5.54.1.

6.3.4.2. Validacao do método
6.3.4.2.1. Linearidade

Os valores das areas obtidas para a curva analitica de daptomicina SQR estdo
apresentados na Tabela 33.



Analise Quantitativa 160

Tabela 33- Valores das areas referentes ao pico de daptomicina SRQ para a construcdo da

curva analitica de CLAE

Concentracdo Areas! (AU) Area média + DP? DPR® (%)
(Hg/mL)
1032922

20,0 1049158 1040994 + 8118,391 0,78
1040902

1696795
30,0 1643520 1660541 + 31415,75 1,89

1641310

2165874
40,0 2128701 2171997 + 46659,39 2,15
2221415

2711028

50,0 2788435 1,42
2740945 2746803 + 39034,69

3213156
60,0 3276444 3254486 + 35816,11 1,10
3273857

3829848
3845135 3863516 + 45718,34 1,18
3915564

1 Valor médio de trés determinacdes
2 DP: desvio padrio
% DPR: desvio padrdo relativo

70,0

Cada valor médio das areas absolutas obtidas na determinacdo da curva analitica foi
disposto em um grafico em relacdo a sua respectiva concentracdo, conforme ilustrado na

Figura 26.
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Figura 26- Curva analitica de daptomicina SQR obtida pelo método de CLAE desenvolvido.
Fase movel: &gua : etanol (45:55, v/v) pH 4,5 ajustado com &cido acético glacial. Fase

estacionaria: Agilent Zorbax Cis (150 x 4,6 mm; 5 pm).
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A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de daptomicina SQR esta

apresentada na Tabela 34.

Tabela 34- Anélise de variancia dos valores de éarea determinados na obtengdo da curva

analitica de daptomicina SQR, utilizando o método de CLAE

Fontes de Graus de Soma de variancia F F
variacao liberdade guadrados calculado tabelado

Entre

) 5 16256697345319,60 3251339469063,92 240051* 3,11

concentragoes

Rel?rzgzsrao 1 16256697345319,60 16256697345319.60 12002.55* 4,75
Desvio da 4 0,00 0,00 0,00 3.26
linearidade

Residuo 12 16253247301,72 135443727514

Total 17 16272950592621,30 -

*Significativo para p < 0,05

6.3.4.2.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em trés parametros: intradia, interdias e entre-
analistas. Os resultados foram expressos com base nos valores de DPR percentuais. A
precisdo intradia forneceu um valor de DPR de 1,85%. Os valores percentuais de DPR

apresentados pelos parametros interdias e entre-analistas estdo apresentados na Tabela 35.
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Tabela 35- Determinacdo da precisdo interdias e entre-analistas do método para a analise da

daptomicina por CLAE

Interdias Entre-analistas
Amostra  Dia Massal Teor! DPR? Analista Massal Teor! DPR?
(g/frasco) (%) (%0) (g/frasco) (%) (%)
1 0,499 99,88
1 0,499 99,88
1 2 0,510 101,90 1,44 1,42
2 0,510 101,90

3 0,496 99,10

! média de trés determinagdes
2 DPR = desvio padrao relativo

6.3.4.2.3. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacéo, o qual foi realizado

em trés niveis de concentracdo e os resultados estdo apresentados na Tabela 36.

Tabela 36- Determinacdo da exatiddo do método analitico para analise de daptomicina por
CLAE

Daptomicina SQR Daptomicina SQR < Recuperagao
IOadicionadaQ Encontradag Recupoeragao DE R? media
(Hg/mL) (Hg/mL) (%) (%) (%)
R1 12,0 11,97 99,72 0,44
R2 20,0 19,83 99,13 0,96 99,98
R3 28,0 28,31 101,09 0,75

1 média de trés determinagdes
2 DPR = desvio padrao relativo (dentro de cada nivel de recuperacio)

6.3.4.2.4. Robustez

Na avaliacdo da robustez pelo modelo Plackett-Burman, foram aplicadas as Equacdes
14, 15 e 16 para avaliagéo da significancia dos efeitos. Os resultados obtidos nos ensaios estéo
apresentados na Tabela 37. Os valores de referéncia obtidos pela Equagdo 16 foram 1,43 e
1,54, para niveis superiores e inferiores, respectivamente. Assim, de acordo com o tipo da

variacao, qualquer valor acima destes foi considerado significativo.
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Tabela 37- Valores obtidos em cada varia¢do no teste de Plackett-Burman para o método de

CLAE
Fatores variados para niveis superiores Fatores variados para niveis inferiores
Efeito Teor (%)!2 Efeito Teor (%)%?
Temperatura da sala 101,95 - 102,04 = Temperatura dasala 101,78 - 100,74 =
(0=25°C; 1=27°C) -0,09 (0=25°C; -1=23°C) 1,04

Vazao da fase movel
(0 =0,6 mL/min;
1=0,62 mL/min)

Marca do etanol
(0=J. T. Baker;
1 = Tedia)

Proporcéo da fase
movel (agua:etanol)
(0 = 45:55; 1 = 43:57)

Fonte de &gua
(0 = Laboratorio 2;
1 = Laboratério 1)

Comprimento de onda
(0 =221 nm;
1=223 nm)

pH da fase movel
(0=45;1=4,7)

102,44 — 101,56 =
0,88

101,40 - 102,59 =
-1,19

102,22 - 101,77 =
0,46

101,51 -102,48 =
-0,96

102,08 - 101,92 =
0,16

102,28 - 101,71 =
0,57

Vazao da fase mével
(0 =0,6 mL/min;
-1=0,58 mL/min)

Marca do etanol
(0=J. T. Baker;
-1 = Panreac)

Proporcéo da fase
movel (dgua:etanol)
(0=45:55;-1=
47:53)

Fonte de 4gua
(0 = Laboratorio 2;
-1 = Laboratorio 3)

Comprimento de onda
(0 =221 nm;
-1=219 nm)

pH da fase movel
(0=45;-1=43)

101,11 - 100,92 =
0,19

100,30 — 101,74 =
-1,44

101,03 - 101,00 =
0,03

101,14 - 100,89 =
0,26

101,58 — 100,36 =
1,23

101,17 — 100,86 =
0,31

1 Média de teores obtidos nas condi¢es normais - Média de teores obtidos nas condic@es alteradas
2 Critérios de referéncia calculados: 1,43 para o teste 1 e 1,54 para o teste -1

6.3.4.2.5. Seletividade e estudo de degradacéo forcada

6.3.4.2.5.1. Andlise da interferéncia do excipiente

A seletividade do método quanto a interferéncia do excipiente foi avaliada em etapa

anterior deste trabalho, durante o desenvolvimento de método qualitativo de CLAE. Os

resultados estdo descritos no item 5.5.4.2 e na Figura 15.

6.3.4.2.5.2. Estudo de degradacéo forcada

O estudo da degradacdo forcada da amostra de daptomicina em po para solugdo

injetavel foi realizado para verificar a seletividade e as propriedades indicadoras de
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estabilidade do método proposto. Em todas as condicOes de estresse pelas quais a amostra foi
submetida, houve decréscimo do pico da daptomicina, sugerindo degradacdo do farmaco. A
amostra foi mais estavel em condicéo fotolitica, na qual foram necessarios 7 dias para obter
degradacdo de 16% e apresentou maior degradacdo em condicédo alcalina, na qual no tempo
zero j& apresentou uma degradacéo de 16,06%.

A Tabela 38 apresenta os dados obtidos no estudo de degradacdo forgcada da amostra.
As Figuras 27 a 31 apresentam alguns cromatogramas obtidos durante o estudo de
estabilidade da daptomicina. Para cada degradacdo, estdo apresentados um cromatograma
com a degradacéo entre 5 e 20%, que é o recomendado para o desenvolvimento de métodos
indicativos de estabilidade (BLESSY et al., 2013), e também um outro cromatograma
apresentando produtos de degradacdo, nos casos em que eles ndo surgiram dentro da faixa
recomendada de degradacdo ou surgiram de maneira discreta (como € o caso da degradacéo
alcalina). A excecdo é a degradacédo fotolitica (Figura 31), na qual s6 apés 7 dias houve a
porcentagem de degradacdo aceitavel (entre 5 e 20%) e este foi o Gltimo dia da andlise,

portanto apenas um cromatograma esta apresentado.



165 Analise Quantitativa

Tabela 38- Estudo de degradacdo forcada da amostra de daptomicina em pé para solucéo
injetavel para avaliacdo da seletividade do método de CLAE

Area remanescente do pico

Degradacao Te(rr?)po principal d(%/f)l;lptomicina Temgezggigﬁ:zﬁ?ﬁ)dos
0 85,07 -
0,25 80,44 6,836
0,50 73,41 6,778
Alcalina 1,5 50,85 6,343
3,0 50,70 6,360
6,0 36,31 6,390
24,0 14,27 6,288
48,0 2,02 6,270
0 100,75 -
0,25 92,52 -
0,50 65,00 -
f 1,5 65,63 -
Acida 3,0 65,90 i
6,0 32,95 4,750
24,0 29,46 4,657
48,0 24,39 4,560
0 99,88 -
0,25 99,56 -
0,50 98,98 -
Aquosa 1,5 98,01 -
3,0 97,67 -
6,0 87,07 6,748
24,0 80,86 6,855
48,0 65,11 6,835
0 98,88 -
0,25 94,37 -
0,50 90,06 -
Oxidativa 15 84,59 -
3,0 80,28 4,96
6,0 71,43 5,122
24,0 13,83 3,259 e 5,190
48,0 0,57 3,257; 3,887 e 5,181
0 100,00 -
0,25 99,92 -
0,50 99,98 -
1,5 99,73 -
Fotolitica 3,0 98,51 -
6,0 99,88 -
24,0 99,97 -
48,0 99,50

7 dias 83,93 3,214
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Figura 27- Cromatogramas da amostra de daptomicina em pO para solucdo injetavel
(40 pg/mL) submetida a degradacdo em meio acido (HCI 0,01 M) a 60 °C. a) Apo6s 0,25 h; b)
Apdbs 24 h. Fase movel: agua : etanol (45:55, v/v) pH 4,5 ajustado com acido acético glacial.
Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cis (150 x 4,6 mm; 5 um). DPT: daptomicina. DEG:

produto de degradacao.
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Figura 28- Cromatogramas da amostra de daptomicina em p6 para solucdo injetavel
(40 pg/mL) submetida a degradacdo em meio alcalino (NaOH 0,001 M) a 60 °C. a) Apos
0,25 h; b) Apos 1,5 h. Fase mdvel: &gua : etanol (45:55, v/v) pH 4,5 ajustado com acido
acético glacial. Fase estacionaria: Agilent Zorbax Ciz (150 x 4,6 mm; 5 pm). DPT:

daptomicina. DEG: produto de degradacéo.
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Figura 29- Cromatogramas da amostra de daptomicina em pO para solucdo injetavel
(40 pg/mL) submetida & degradacdo em meio aquoso (H20) a 60 °C. a) Apds 6 h; b) Apds
24 h. Fase mdvel: &gua : etanol (45:55, v/v) pH 4,5 ajustado com acido acético glacial. Fase

estacionaria: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 um). DPT: daptomicina. DEG: produto de

degradacéo.
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Figura 30- Cromatogramas da amostra de daptomicina em pO para solucdo injetavel
(40 pg/mL) submetida a degradacdo em meio oxidativo (H-02 0,3%) a 60 °C. a) Ap6s 3 h; b)
Apdbs 24 h. Fase movel: agua : etanol (45:55, v/v) pH 4,5 ajustado com acido acético glacial.
Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cis (150 x 4,6 mm; 5 pm). DPT: daptomicina. DEG:

produto de degradacdo. H2O.: picos gerados pelo peroxido de hidrogénio.
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Figura 31- Cromatograma da amostra de daptomicina em pd para solucdo injetavel
(40 pg/mL) submetida a degradacdo em meio fotolitico (luz UVC) ap6s 7 dias. Fase movel:

agua :

etanol (45:55, v/v) pH 4,5 ajustado com &cido acético glacial. Fase estacionaria:

Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 um). DPT: daptomicina. DEG: produto de degradagé&o.
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Em relacdo aos cromatogramas apresentados nas Figuras de 27 a 31, foram realizadas

analises dos picos da daptomicina em equipamento de CLAE acoplado a detector por arranjo

de diodos, para verificar a sua pureza e se ha interferéncia de algum produto de degradacéo.

Os resultados estdo apresentad

0s na Tabela 39.

Tabela 39- Analise da pureza dos picos de daptomicina apds a degradacgéo forcada

Degradacdo Tempo(h) Pureza detectada (%)
Acida 0.25 29,99
24,0 99,98
: 0,25 100,00
Alcalina 15 99,99
AQUOSA 6,0 99,99
q 24,0 99,99
N 3,0 100,00
Oxidativa 240 100,00
Fotolitica 7 dias 100,00

6.3.4.26.LDe LQ

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram estimados para determinar a

sensibilidade do método. O valor calculado para o limite de detec¢éo foi de 1,87 pg/mL e para

o limite de quantificagéo de 5,68 pg/mL.
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6.3.4.2.7. Teste de conformidade do sistema cromatografico

O teste de conformidade do sistema cromatogréafico foi realizado em etapa anterior
deste trabalho, durante o desenvolvimento de método qualitativo de CLAE e os resultados

obtidos estdo descritos no item 5.5.4.1 (Tabela 9).
6.3.5. Discussdo

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um método que possui muitas aplicacdes
na ciéncia, entre elas 0 acompanhamento de sinteses, em analises de pesticidas, no isolamento
de produtos naturais e sintéticos, no monitoramento da producdo e qualidade de
medicamentos, entre outras. A sua ampla gama de aplicacbes e a sua versatilidade sdo
decorrentes principalmente da grande variedade existente de fases moveis e estacionarias
(DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). Também existem varios detectores utilizados em CLAE,
no entanto, um dos mais utilizados é o detector de ultravioleta. Este é capaz de monitorar a
estabilidade de farmacos e formulacBes farmacéuticas, detectando seus produtos de
degradacéo.

Séo encontrados trabalhos na literatura em que a técnica de CLAE foi desenvolvida
para a analise de daptomicina, no entanto, a maior parte deles diz respeito a quantificacéo
deste farmaco em fluidos biolégicos, tais como sangue total, plasma, urina e fluido peritoneal
(TOBIN et al.,, 2008; MARTENS-LOBENHOFFER et al., 2009; OLSZOWY et al., 2010;
POLILLO et al., 2010; BAIETTO et al., 2010; GIKA et al., 2010; VERDIER et al., 2011;
SZULTKA et al., 2013). Recentemente, Christ e colaboradores (2014) publicaram o primeiro
trabalho em que foi desenvolvido um método analitico para analise da daptomicina na forma
farmacéutica de po liofilizado para solucdo injetavel, no qual utilizaram como fase mdvel uma
mistura de solventes organicos potencialmente toxicos (metanol e acetonitrila) e solucdo
tampdo, a qual pode precipitar e causar problemas de entupimento em colunas analiticas e em
todo o sistema cromatografico. Além disso, o pH da fase mdvel foi ajustado para um nivel
extremamente &cido (2,2), o que também pode contribuir para reduzir a vida util do sistema
cromatografico. Outro trabalho, publicado por Gong e colaboradores (2014), também
desenvolveu um méodo de analise da daptomicina em pd liofilizado. No entanto, os autores
também utilizaram acetonitrila como a fase organica da fase maével.

Assim, foi desenvolvido um novo método de CLAE para analise quantitativa da
daptomicina na forma farmacéutica de po liofilizado, otimizada em relacdo aos trabalhos
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descritos na literatura para esta finalidade. No método desenvolvido, foi utilizado o etanol
como a fase organica da fase mdvel, ja que é um solvente ambientalmente favoravel,
apresenta facil descarte e ainda oferece menos riscos para a salude dos operadores que outros
solventes mais comumente usados para esta finalidade (RIBEIRO et al., 2004). Também néo
se fez 0 uso de solugdes tampdo em sua composicao, favorecendo o aumento da vida util do
sistema cromatografico e ainda reduzindo o gasto de energia elétrica e solventes por analise,
ja que uso de tampdes demandaria longas lavagens do sistema cromatografico apds o seu uso,
0 que nao € necessario neste caso. O desenvolvimento do método foi discutido com maiores
detalhes no item 5.5.5 deste trabalho.

Os testes de conformidade do sistema (Tabela 9, secdo 5.5.4.1) mostraram que 0S
parametros cromatogréaficos escolhidos para a analise sdo capazes de fornecer resultados com
precisdo e exatiddo confiaveis, visto que o numero de pratos foi superior a 2000, dentro do
recomendado, e os valores médios dos fatores de assimetria e de cauda estiveram abaixo do
valor-limite de 2,0. Além disso, o valor médio calculado para o fator de retencdo também se
mostrou apropriado, acima de 2,0. O ICH (2005) ndo apresenta valores de referéncia para o0s
parametros analisados, portanto os valores de referéncia para estes testes foram baseados
naqueles sugeridos pelo FDA para a validacdo de métodos cromatograficos (FDA, 1994). Os
outros parametros cromatograficos foram validados de acordo com o ICH (2005) e a
legislagdo brasileira (BRASIL, 2003).

A linearidade do método foi constatada no intervalo de 20,0 a 70,0 pg/mL. Os valores
para o intercepto e a inclina¢do da curva analitica foram 46800 e 55626, respectivamente,
com coeficiente de correlagdo de 0,9996, o que mostra a adequada linearidade do método. A
analise estatistica (Tabela 34) mostrou que 0 método apresentou regressdo linear significativa,
visto que o valor de F calculado (12002,55) foi superior ao de F tabelado (4,75) para este
quesito. Além disso, a andlise estatistica mostrou que ndo houve desvio significativo da
linearidade, ja que o F calculado (0,00) foi menor que o F tabelado (3,26). Esta analise foi
realizada a um nivel de significncia de 5%.

O método apresentou precisdo adequada, visto que os valores de DPR% para 0s
parametros intradia, interdias e entre-analistas foram 1,85%, 1,44% e 1,42%, respectivamente,
0S quais se encontram abaixo de 2,0%. O método também mostrou exatiddo apropriada, visto
que apresentou valor experimental medio de recuperacdo de 99,98%, como mostra a Tabela
36.
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A robustez do método foi comprovada por meio do modelo de Plackett-Burman
(Tabela 37). Através deste ensaio, foi verificado que nenhuma alteracdo realizada nos
parametros de trabalho foi considerada significativa em comparacdo com os valores de
referéncia calculados durante a execucdo do teste. Isto mostrou que pode haver pequenas
alteragBes na temperatura da sala, na vaz&o, na marca do etanol, na proporcdo da fase movel,
na fonte de 4gua, no comprimento de onda e no pH da fase mével sem que ocorram mudancas
significativas no resultado final fornecido pelo método.

A seletividade do método foi analisada de duas maneiras: quanto a interferéncia do
excipiente na andlise da daptomicina e quanto a interferéncia de produtos de degradacéo
formados apds a amostra ser submetida a condi¢des forcadas de degradacao, ja que se trata de
um método indicativo de estabilidade. Em ambos os casos, a seletividade do método foi
demonstrada, pois tanto o excipiente quanto os produtos de degradacdo formados ndo
interferiram na analise da daptomicina na forma farmacéutica de po liofilizado. Este dado foi
confirmado por meio de analise de pureza dos picos de daptomicina em equipamento de
CLAE acoplado a detector de arranjo de diodos, o qual confirmou a sua pureza em todos 0s
casos.

A degradacdo forgada de farmacos € necessaria para demonstrar ndo so a seletividade
de métodos indicativos de estabilidade, mas também para revelar o comportamento da
molécula em relacdo a diferentes condicGes de pH e temperatura, e estas informacGes podem
auxiliar no desenvolvimento de novas formulacdes e na escolha do melhor material para
acondicionamento das mesmas (BLESSY et al., 2013).

Durante o desenvolvimento deste trabalho, a amostra de daptomicina foi submetida a
condicGes forcadas de degradacdo em meios acido, alcalino, aquoso, oxidativo e fotolitico.
Em todas as condicBes de estresse pelas quais a amostra foi submetida, houve decréscimo do
pico da daptomicina e a formacdo de novos picos nos cromatogramas. A amostra foi mais
estavel em condicdo fotolitica, na qual foram necessarios 7 dias para degradacao de 16,06%, e
apresentou maior degradacdo em condicdo alcalina, na qual logo apds o preparo da solugéo
em NaOH 0,001 M a daptomicina ja havia degradado cerca de 14,93%. Existem dados na
literatura que mostram a instabilidade da daptomicina em condigdes alcalinas (MUANGSIRI;
KIRSCH, 2001; CHRIST et al., 2012).

A questdo de quanto se deve degradar o farmaco gera controvérsias e ndo é muito bem
estabelecida. Em geral, para o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade, o

aceitavel é uma degradacédo na faixa de 5 a 20%. Submeter a molécula & degradacao superior
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a 20% pode levar a formacdo de produtos de degradacdo secundarios, os quais dificilmente
seriam encontrados em condi¢fes normais de prateleira, ndo sendo considerados, por este
motivo, produtos de interesse (ALSANTE et al., 2007; BLESSY et al., 2013). Ja a legislacéo
brasileira aceita degradacédo na faixa de 10 a 30% para 0 mesmo propésito (BRASIL, 2012).

Considerando uma degradacdo de 5-20%, as Figuras 27 (a), 28 (a), 29 (a) e 30 (a)
apresentam os cromatogramas obtidos nestas condigcdes ap06s as degradacdes acida, alcalina,
aquosa e oxidativa, respectivamente. A Figura 31 apresenta o cromatograma para a
degradacéo fotolitica. Analisando-se estas figuras, percebe-se que nas condi¢fes acida, aquosa
e oxidativa ndo houve o surgimento de picos extras nos cromatogramas, embora a area do
pico principal da daptomicina j& tenha indicado uma degradacéo na faixa de 5 a 20%, como o
recomendado. Existem algumas explicacfes para este fato, tais como: o produto de
degradacéo pode ter apresentado eluicdo tardia nas condi¢des cromatogréaficas propostas e por
tal motivo ndo ter aparecido no tempo de corrida estabelecido (8 minutos); ele pode ter se
ligado fortemente no interior da coluna analitica ndo sendo arrastado pela fase movel; pode
ndo apresentar um cromdforo; pode ser altamente volatil; entre outros (TEMPLETON;
PADEIRO, 2014).

Como nas condi¢Bes &cida, aquosa e oxidativa, apds a degradacdo de 5-20% ndo
foram observados produtos de degradacgéo, as Figuras 27 (b), 29 (b) e 30 (b) apresentam
cromatogramas correspondentes as estas degradacdes em um nivel superior, quando foi
possivel observar estes produtos. A Figura 28 (b) também apresenta um cromatograma,
referente a degradacdo alcalina, na qual o farmaco sofreu degradacéo superior a 20%, onde 0
produto de degradacdo apareceu de maneira mais pronunciada. O objetivo foi mostrar que
estes produtos de degradacdo ndo interferiram na analise da daptomicina. Além disso, analise
dos picos da daptomicina mostraram pureza superior a 99,98% em todos 0s casos,
confirmando que ndo ha interferéncia de produtos de degradacdo na analise deste
antimicrobiano.

Por fim, 0 método proposto cumpre todos o0s requisitos preconizados pela literatura
para validacdo de um método cromatografico indicativo de estabilidade, sendo capaz de
quantificar daptomicina em po liofilizado para preparacGes injetaveis, além de ser capaz de
avaliar sua estabilidade, podendo ser uma alternativa mais econémica, segura para 0S
operadores e ambientalmente favoravel para analises de rotina do controle de qualidade deste

farmaco.
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Este trabalho gerou um artigo cientifico, o qual foi publicado em revista internacional:
TOTOLI, E.G.; SALGADO, H.R.N. Development, optimization, and validation of a green
and stability-indicating HPLC method for determination of daptomycin in lyophilized
powder. Journal of AOAC International, v. 98, p. 1276-1285, 2015.

6.4. Eletroforese capilar indicativa de estabilidade
6.4.1. Consideracdes gerais

A eletroforese capilar € um método fisico de separacdo que vem sendo cada vez mais
utilizado na atualidade. Nesta técnica, a separacdo de compostos iGnicos ou ionizados
presentes em uma mistura ocorre dentro dos limites de um capilar, sob a influéncia de um
campo elétrico. Os solutos, neste caso, estdo dissolvidos na solucéo eletrolitica, a qual é eficaz
condutora de eletricidade (PETERSEN; MOHAMMAD, 2001; FB, 2010; SPUDEIT;
DOLZAN; MICKE, 2012).

Na eletroforese capilar, as forcas que governam 0 processo de separacdo s@o a
mobilidade eletroforética e o fluxo eletroosmético (FEO) (FB, 2010; SUNTORNSUK, 2010).
Quanto a mobilidade eletroforética, todo ion em solucdo possui uma mobilidade que é
caracteristica a ele. Esta mobilidade € determinada pela forca elétrica que as espécies
ionizadas, moléculas ou particulas, sofrem, balanceada com as forcas de friccdo geradas pela
passagem das espécies pelo meio (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

A velocidade da mobilidade eletroforética (Vme) de um ion pode ser determinada
através da Equacdo 17 (FB, 2010; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

q
V., = X FE 3
me (67‘[7]7‘) Equa(;ao 17

Na qual:
g = carga do ion
n = viscosidade da solugdo
r =raio ionico
E = campo elétrico aplicado
Através da Equacdo 17, observa-se que o movimento dos ions no capilar esta
relacionado a fatores inerentes ao soluto e ao eletrélito no qual a imigracdo ocorre. Espécies
menores e mais carregadas possuem maior mobilidade. Em contrapartida, espécies com

maiores raios ionicos e menos carregadas apresentam mobilidade mais lenta. Em relacéo ao
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eletrdlito, quanto maior sua viscosidade, menor sera a mobilidade eletroforética. Como o grau
de ionizacdo do soluto pode ser definido pelo seu pKa, a mobilidade efetiva é também
altamente dependente do pH e da composicéo do eletrolito de corrida (SPUDEIT; DOLZAN,;
MICKE, 2012).

Como dito anteriormente, além da mobilidade eletroforética, outra forca direciona os
solutos através do capilar, denominada fluxo eletroosmético (FEO). Devido ao FEO, o0s
solutos sdo conduzidos pelo capilar em direcéo ao detector, sem distincdo de carga. Assim, é
possivel realizar a analise simultanea de amostras contendo solutos catidnicos, neutros e
anionicos (TAVARES, 1997). Sem esta forca adicional, compostos com carga positiva
migrariam pelo capilar enquanto os &nions permaneceriam a distancia do detector e os solutos
neutros simplesmente ndo migrariam (FB, 2010).

A interacdo entre a solucdo e a superficie interna do capilar de silica fundida gera o
FEO. A silica fundida apresenta varios tipos de grupos silandis (-SiOH), os quais possuem
carater acido. Quando entram em contato com o meio aquoso, em pH acima de trés, alguns
deles séo ionizados, transformando-se em silanoatos (Si-O-) e tornando a superficie interna do
capilar negativamente carregada, enquanto os ions H+ liberados difundem-se para o seio da
solucdo que preenche o capilar. Os grupos silandis atraem os cétions do eletrdlito, formando
uma dupla camada interna na parede do capilar, que € essencialmente estatica. Uma camada
de cétions mais difusa, proxima a dupla camada, também é formada. Quando um campo
elétrico é aplicado, os cations migram em direcdo ao catodo e, ao migrarem, transportam
moléculas de agua, induzindo o fluxo da solucdo como um todo nesta direcdo. Trata-se do
FEO normal (COLAMBARA; TAVARES; MASSARO, 1997; FB, 2010; SPUDEIT,
DOLZAN; MICKE, 2012).

A velocidade do FEO pode ser definida pela Equacao 18.

€S ~
Vrgo = (7) xXE Equagéo 18
Na qual:

€ = constante dielétrica do eletrdlito

¢ = potencial zeta da superficie do capilar

n = viscosidade da solu¢do

E = campo elétrico aplicado
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O potencial zeta € um pardmetro muito importante para o entendimento do FEO e o
mecanismo pelo qual a superficie do capilar responde as mudancas na composicdo do
eletrolito. Este parametro é determinado pela carga na superficie do capilar. A ionizacdo dos
grupos silanodis é dependente do pH, assim, em valores de pH mais elevados, 0s grupos
silandis estdo mais desprotonados, entdo a magnitude do FEO é maior. O contrario ocorre em
valores de pH baixos, onde o0s grupos silandis estdo menos ionizados (TAVARES;
McGUFFIN, 1995; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

Além do pH, a viscosidade da solu¢do também interfere na velocidade do FEO, assim
como ocorre na mobilidade eletroforética dos solutos. Desta forma, o analista pode controlar o
FEO através de alteracbes no pH, concentracdo, constante dielétrica, forca ibnica e/ou
viscosidade do eletrolito.

Dentro do capilar, o FEO possui um perfil radial, ou seja, 0 componente velocidade é
adicionado a todos os analitos de forma homogénea, independente de suas posi¢Oes radiais.
Isto contribui para o ndo alargamento das bandas e separacdes com maior eficiéncia que
métodos cromatograficos em fase liquida, os quais possuem um perfil de velocidade
parabdlico, caracteristico do fluxo gerado por presséo (COLAMBARA; TAVARES;
MASSARO, 1997; PETERSEN; MOHAMMAD, 2001; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE,
2012).

A eletroforese capilar é uma técnica versatil, que apresenta um vasto campo de
aplicacdo (TAVARES, 1997; SUNTORNSUK, 2010; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).
Pode ser empregada para separar desde pequenas e simples moléculas, organicas e
inorganicas, até aquelas mais volumosas e complexas, como proteinas e &cidos nucleicos.
Além disso, possui baixo custo analitico, simplicidade de operacdo e manuseio, as analises
geralmente sdo rapidas (principalmente em comparacdo com métodos cromatogréaficos), além
de utilizar uma quantidade muito baixa de reagentes e solventes organicos, considerando que
o0 solvente mais utilizado para a execucdo desta técnica é a 4gua (e em pequenos volumes).
Desta forma, gera poucos residuos e toxicidade para operadores e meio ambiente, sendo
considerada uma técnica ambientalmente favoravel (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

Até o momento, ndo existem trabalhos na literatura que descrevam o uso deste método
para analise da daptomicina em nenhum tipo de matriz. Considerando todas as vantagens
ambientais e analiticas que esta técnica oferece, este estudo teve como objetivo o
desenvolvimento e validacdo de método de eletroforese capilar para anélise da daptomicina

em po liofilizado para solucdo injetavel.
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6.4.2. Material

Para a analise cromatogréfica foram utilizadas daptomicina SQR e daptomicina em pé
liofilizado para preparacdes injetaveis descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente.

Os eletrdlitos de corrida utilizados neste trabalho foram preparados a partir de agua
ultrapurificada obtida através de equipamento Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, EUA).
Fosfato de potassio dibasico (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) e fosfato de potassio monobéasico
(Vetec, Rio de Janeiro, Brasil) também foram utilizados para o preparo do eletrolito de
corrida. O eletrélito, depois de preparado, foi submetido a degaseificacdo em banho
ultrassonico SoniClean 2PS (Sanders Medical, Santa Rita do Sapucai, Brasil), por 10 minutos.
Todas as solugdes foram filtradas empregando membrana de 0,45 um (Pall Corporation,
Michigan, EUA) antes de serem submetidas a anélise.

Para os estudos de degradacao forcada, foram utilizados os seguintes materiais: HCI
(Qhemis, S&o Paulo, Brasil), NaOH (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil), solugdo de H2O2 0,3%
(Impex, Varginha, Brasil) e cdmara espelhada internamente (100 x 16 x 16 cm) com lampada
UVC (254 nm) 20 W. O equipamento de eletroforese capilar usado foi o P/AC® MDQ
Capillary Electrophoresis System (Beckman Coulter, Brea, EUA), com detector por arranjo
de diodos (DAD). O software Karat foi utilizado para a analise dos eletroferogramas.

As andlises foram realizadas em capilar de silica fundida, ndo revestido, com didametro
interno de 50 pum e comprimento total de 21 cm. O software Microsoft Excel (2013) foi
utilizado para a construcao da curva analitica.

Os seguintes equipamentos também foram utilizados: banho-maria modelo Q334M
(Quimis, Diadema, Brasil); balanca analitica modelo CPA225D (Sartorius, Goéttingen,
Alemanha); micropipetador modelo 20-200 pL (Digipet, Curitiba, Brasil).

6.4.3. Método
6.4.3.1. Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares para definicdo das melhores condigdes eletroforéticas foram
realizados durante o desenvolvimento de metodo de eletroforese capilar para a analise
qualitativa da daptomicina na forma farmacéutica de po liofilizado. Estas informacGes estéo

disponiveis no item 5.6 deste trabalho.
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As condicdes eletroforéticas escolhidas foram descritas na Tabela 11, presente no item
5.6.3.5 deste trabalho.

6.4.3.2.Preparo do eletrdlito de corrida

Solucdo tampéo fosfato de potassio 15 mM pH 7,0 foi preparada de acordo com o
descrito na Farmacopeia Brasileira (2010). Apos o preparo, a solugdo foi filtrada empregando
membrana de 0,45 um e levada ao ultrassom por 10 minutos para degaseificacdo antes do uso.

6.4.3.3.Condicionamento do capilar

O condicionamento inicial do capilar foi realizado através de lavagens de 20 minutos
com cada uma das solucdes a seguir, exatamente nesta ordem: solucdo de NaOH 0,1 M, agua
ultrapurificada, solugdo de NaOH 0,1 M, &gua ultrapurificada e eletrolito de corrida. O
condicionamento diario do capilar consistiu em lavagens com solucdo de NaOH 0,1 M, agua
ultrapurificada e eletrélito por 10 minutos, cada um. Para as demais corridas, o capilar foi
submetido ao pré-condicionamento por meio de lavagem com NaOH 0,1 M, agua e eletrdlito,
por 30 segundos, 30 segundos e 1 minuto, respectivamente.

6.4.3.4.0btencdo da curva analitica

Para a realizacdo da curva analitica, foram pesados analiticamente o equivalente a 10,0
mg de daptomicina SQR, depois transferidos para baldo volumétrico de 20 mL e o volume foi
completado com agua ultrapurificada, para obtencdo de solucdo estoque com concentracao
tedrica de 500 pg/mL. Aliquotas de 0,10; 0,15; 0,20; 0,25; 0,30 e 0,35 mL desta solugéo
foram transferidas para baldes volumétricos de 1 mL, e os volumes foram completados com
agua ultrapurificada, para obtencdo das solucdes de trabalho com as concentracGes de 50, 75,
100, 125, 150 e 175 pg/mL de daptomicina SQR. Cada concentracdo foi preparada em
triplicata e submetida a filtracdo através de membrana de 0,45 um antes das injecdes. A curva
analitica foi construida, com auxilio do software Microsoft Excel (2013), através da
disposi¢cdo das concentracfes das solugdes de trabalho de daptomicina SQR em relagdo as
respectivas médias das alturas dos picos obtidas para cada uma delas. Este procedimento foi
realizado trés dias diferentes e uma curva analitica final com a média dos trés dias foi

construida.
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6.4.3.5. Determinacdo de daptomicina na amostra de pé liofilizado para solugdo

injetavel
6.4.3.5.1. Preparo da solucédo de daptomicina SQR

Foi preparada uma solucdo estoque de daptomicina SQR na concentracdo de
500 pg/mL, como descrito no item 6.4.3.2. Foram transferidos volumes de 0,20 mL desta
solucdo estoque para baldes volumétricos com capacidade de 1 mL e os volumes foram
completados com A&gua ultrapurificada para obtencdo de solucdes de trabalho com a
concentracdo de 100,0 pug/mL. O preparo das solugdes foi realizado em triplicata e estas

foram submetidas a filtracdo antes das inje¢des.
6.4.3.5.2. Preparo da solugéo de daptomicina amostra

Foi preparada uma solucgéo estoque de daptomicina amostra na concentracao tedrica de
500 pg/mL. Para isso, primeiramente foi verificado o peso médio de trés frascos-ampola de
daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras, conforme descrito no
item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool, o equivalente a 10,0 mg de daptomicina foi
analiticamente pesado e transferido para baldo volumétrico de 20 mL. O volume do baldo
volumétrico foi completado com agua ultrapurificada para obtencdo de solucdo estoque de
500 pg/mL.

Foram transferidos volumes de 0,2 mL desta solucdo estoque para bal6es volumétricos
com capacidade de 1 mL cujos volumes foram completados com &gua ultrapurificada para
obtencdo de solucdes de trabalho com a concentracédo tedrica de 100,0 ug/mL. O preparo das

solucdes foi realizado em triplicata e estas foram submetidas a filtracdo antes das injecdes.
6.4.3.5.3. Célculo do teor de daptomicina na amostra

A concentracdo de daptomicina na amostra foi calculada pela Equacéo 7 e o0 seu teor
percentual foi calculado pela Equacdo 8. Estas equagdes foram descritas anteriormente no
item 6.1.3.3.3 deste trabalho.

6.4.3.6.Validacdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos seguintes pardmetros: linearidade,

precisdo, exatiddo, robustez, seletividade, limites de deteccdo e de quantificacdo e
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conformidade do sistema cromatogréfico, de acordo com o preconizado pela literatura
(BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 37, 2014).

6.4.3.6.1. Linearidade

Para a andlise da linearidade do método, foram avaliadas trés curvas analiticas,
realizadas em trés dias diferentes. Cada curva foi construida de acordo com o descrito no item
6.4.3.2. Os resultados obtidos foram analisados para obtencao da equacdo da reta pelo método dos
minimos quadrados e a verificacdo da linearidade foi constatada por andlise de variancia
(ANOVA).

6.4.3.6.2. Precisdo

A precisdo do método foi avaliada em dois quesitos: a repetibilidade e a precisdo
intermediaria. A repetibilidade (intradia) foi estudada através da andlise de seis solugdes de
daptomicina SQR na concentracao de 100,0 pg/mL, no mesmo dia e em condi¢des de trabalho
idénticas. O valor do desvio padrédo relativo percentual (DPR%) entre as determinacdes foi
avaliado. A precisdo intermediéria (interdias e entre-analistas), por sua vez, foi avaliada
através da realizacdo de determinacGes do teor de daptomicina na amostra de p6 para solucao
injetavel em trés dias diferentes e também por um segundo analista, sob as mesmas condic¢des

experimentais. Os valores de DPR% entre os doseamentos foram calculados (ICH, 2005).
6.4.3.6.3. Exatidao

A exatiddo do método foi realizada através do ensaio de recuperacdo, no qual
guantidades conhecidas de daptomicina SQR foram adicionadas a quantidades conhecidas de
amostra (ICH, 2005). A recuperacao foi realizada em trés niveis, R1, R2 e R3, e as solucbes

foram preparadas segundo a Tabela 40, em triplicata.
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Tabela 40- Preparo das solugcbes para o teste de recuperacdo do método de eletroforese
capilar para daptomicina

Daptomicina amostra  Daptomicina SQR Ctggfﬁ;r:;ﬁ?;o
(500 pg/mL) (mL) (500 pg/mL) (mL) iy a2
Amostra 0,10 } 50
R1 0,10 0,06 80
R2 0,10 0,10 100
R3 0,10 0,14 120
Padrio - 0,10 50

! Bal&o volumétrico de 1 mL
2 Cada nivel de concentragéo foi preparado em triplicata

A porcentagem de recuperacdo (R%) foi calculada através da Equacdo 9, determinada
pela AOAC (AOAC, 2002) e descrita na secdo 6.1.3.4.3 deste trabalho.

6.4.3.6.4. Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método, foi utilizado o modelo fatorial de Plackett-
Burman, baseado em uma matriz de 15 experimentos, variando-se 7 pardmetros em niveis
superiores e inferiores em relacdo aos de trabalho. A Tabela 31, descrita no item 6.3.3.4.4
deste trabalho, apresenta a combinacdo fatorial proposta por este modelo, onde as letras de A
a G representam os fatores (pardmetros de trabalho escolhidos para serem variados) e 0s
nameros de 1 a 15 representam o nimero de experimentos (2n + 1), sendo que n é o nimero
de fatores. O numero zero corresponde aos pardmetros normais que foram previamente
estabelecidos durante a validacdo do método, enquanto os nimeros 1 e -1 correspondem aos
niveis superiores e inferiores que foram variados em relacdo aos parametros normais
(BERZAS et al., 2004).

Os parametros de trabalho (fatores) e os niveis selecionados para o ensaio realizado

estdo apresentados na Tabela 41.
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Tabela 41- Fatores e niveis de variagdo selecionados para avaliacdo da robustez do método de
eletroforese capilar para anélise de daptomicina

Condicdo Condicdo Condicéo

Fator Unidade variada normal variada
| (-1) (0) (+1)
A Comprimento de nm 108 200 202
onda
B Temperatura do o 24 o5 26
cartucho
C Tensdo kV 14 15 16
Lavagem do capilar
D com NaOH 0.1 M S 25 30 35
E Lavagem (EiO capilar s o5 30 35
com agua
Lavagem do capilar
F com eletrolito de S 55 60 65
corrida
G Concentracédo do mM 13 15 17

eletrolito de corrida

0: fator sem variagédo
1: fator variado para nivel superior
-1: fator variado para nivel inferior

O modelo fatorial de Plackett-Burman foi descrito detalhadamente neste trabalho para
a avaliacdo da robustez do método de CLAE, no item 6.3.3.4.4. O procedimento realizado
para 0 método de eletroforese capilar foi exatamente 0 mesmo, por isso ndo serd descrito

novamente.
6.4.3.6.5. Seletividade e estudo de degradacao forcada

A seletividade do método de eletroforese capilar foi demonstrada de duas maneiras: na
primeira, mostrando que o excipiente presente na forma farmacéutica de p6 liofilizado nédo
interfere na andlise da daptomicina; na segunda, submetendo a amostra de daptomicina a
condicdes forcadas de estresse e demonstrando que os produtos de degradacdo formados

também ndo interferem com a anéalise do farmaco.
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6.4.3.6.5.1. Analise da interferéncia do excipiente

A seletividade do método quanto & interferéncia do excipiente foi avaliada em etapa
anterior deste trabalho, durante o desenvolvimento de meétodo qualitativo de eletroforese

capilar e o método foi descrito no item 5.6.3.7.
6.4.3.6.5.2. Estudo de degradacéo forcada

Solugbes de amostra de daptomicina (100 pg/mL) foram submetidas a degradacao
forcada por condicbes acida, alcalina, aquosa, oxidativa e fotolitica, com os objetivos de
avaliar se o sistema eletroforético escolhido € capaz de detectar a degradacdo da daptomicina
na forma farmacéutica de p6 para solugdo injetavel, revelar a presenca de possiveis produtos
de degradacdo e demonstrar que estes produtos ndo interferem na analise da daptomicina,
demonstrando a seletividade do método.

A solucao amostra foi preparada em HCI 0,01 M e NaOH 0,001 M para as hidrélises
acida e alcalina, respectivamente. As amostras foram aquecidas a 60 °C. A degradacdo aquosa
foi realizada através da exposicao de solucdo aquosa da amostra a temperatura de 60 °C, em
banho-maria. Para a degradacdo oxidativa, a solucdo amostra foi preparada em solucdo de
peréxido de hidrogénio a 0,3% (p/v) e depois foi submetida a temperatura de 60 °C. A
fotodegradagdo foi induzida através da exposicdo de uma solucdo aquosa da amostra a luz
ultravioleta, utilizando cdmara espelhada internamente (100 x 16 x 16 c¢cm), com lampada
UVC (254 nm) 20 W.

Para se calcular a porcentagem de degradacdo, foram comparadas as areas dos picos
obtidos com a daptomicina integra e ap0s as degradacdes. Os tempos de analise foram 0; 0,25;
0,50; 1,5; 3,0; 6,0; 24,0 e 48,0 horas. No caso da degradacdo fotolitica, realizadas analises por
7 dias.

Apbs todas as condicdes forcadas de degradacéo, foi realizada uma andlise da pureza
dos picos da daptomicina para verificar se houve a interferéncia de algum produto de

degradacdo na analise do farmaco.
6.4.3.6.6. LDeLQ

Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram estimados pelas Equacgdes 10 e 11,
respectivamente, descritas no item 6.1.3.4.6, com base no desvio padrdo do intercepto e na

inclinacdo da curva (ICH, 2005).
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6.4.3.6.7. Teste de conformidade do sistema cromatografico

O teste de conformidade do sistema cromatogréafico foi realizado em etapa anterior
deste trabalho, durante o desenvolvimento de método qualitativo de eletroforese capilar e o

método foi descrito no item 5.6.3.6.
6.4.4. Resultados
6.4.4.1. Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares foram realizados em etapa anterior deste trabalho, durante o
desenvolvimento de método qualitativo de eletroforese capilar e os resultados estdo descritos

na secéo 5.6.4.1.
6.4.4.2. Validacdo do método
6.4.4.2.1. Linearidade

Os valores das areas obtidas para a curva analitica de daptomicina SQR estdo

apresentados na Tabela 42.
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Tabela 42- Valores das areas referentes ao pico de daptomicina SRQ para a construcdo da

curva analitica de eletroforese capilar

Concentracao Altura do pico!
(Hg/mL) (AV)
7957
50,0 7573 7809,89 + 207,41 2,66
7900

Altura média + DP? DPR3 (%)

11128
75,0 10585 10698,22 + 385,92 3,61

10381

13371
100,0 13302 13324,44 + 40,34 0,30
13300

15920

125,0 15974 0,17
15950 15948,00 + 27,24

18744
150,0 18516 18118,89 + 892,27 4,92
17097

20670
20894 20438,67 + 605,13 2,96
19752

175,0

1 Valor médio de trés determinacdes
2 DP: desvio padrio
% DPR: desvio padrdo relativo

Cada valor médio das alturas dos picos obtidas na determinacdo da curva analitica foi
disposto em um grafico em relacdo a sua respectiva concentracdo, conforme ilustrado na

Figura 32.



185 Analise Quantitativa

Figura 32- Curva analitica de daptomicina SQR obtida pelo método de eletroforese capilar
desenvolvido. Eletrdlito: tampéo fosfato de potéssio pH 7,0 15 mM; tensdo: 15 kV; capilar de

silica fundida, néo revestido, com diametro interno de 50 um e comprimento total de 21 cm.
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A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de daptomicina SQR esta

apresentada na Tabela 43.

Tabela 43- Andlise de variancia dos valores de area determinados na obtencdo da curva

analitica de daptomicina SQR, utilizando o método de eletroforese capilar

Fontes de Graus de Soma de vVariancia F F
variacao liberdade guadrados calculado tabelado

Entre

. 332942514,70 66588502,94 294 50* 3,11
concentragoes
Rﬁ?;gzsrao 1 332942514,70 33294251470  1472,49* 475
Desvio da 4 0,00003 0,0000075 0,00 3,26
linearidade
Residuo 12 2713301,63 226108,47
Total 17 335655816,33 -

*Significativo para p < 0,05
6.4.4.2.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em trés parametros: intradia, interdias e entre-
analistas. Os resultados foram expressos com base nos valores de DPR percentuais. A
preciséo intradia forneceu um valor de DPR de 1,50%. Os valores percentuais de DPR

apresentados pelos parametros interdias e entre-analistas estdo apresentados na Tabela 44.
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Tabela 44- Determinacdo da precisdo interdias e entre-analistas do método para a analise da
daptomicina por eletroforese capilar

Interdias Entre-analistas
Amostra  Dia Massal Teor! DPR? Analista Massal Teor! DPR?
(g/frasco) (%) (%0) (g/frasco) (%) (%)
1 0,515 102,91
1 0,515 102,91
1 2 0,512 102,38 217 0,51
2 0,518 103,65

3 0,494 98,87

! média de trés determinagdes
2 DPR = desvio padrao relativo

6.4.4.2.3. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacéo, o qual foi realizado
em trés niveis de concentracdo e os resultados estdo apresentados na Tabela 45.

Tabela 45- Determinacdo da exatiddo do método analitico para analise de daptomicina por

eletroforese capilar

Daptomicina SQR Daptomicina SQR ~ Recuperagao
padicionadaQ zncontradalQ Recupoeragao DE N média
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (%)
R1 30,0 30,12 100,39 1,12
R2 50,0 50,44 100,89 0,96 100,14
R3 70,0 69,39 99,13 0,86

! média de trés determinagdes
2 DPR = desvio padrao relativo (dentro de cada nivel de recuperagéo)

6.4.4.2.4. Robustez

Na avaliacdo da robustez pelo modelo Plackett-Burman, foram aplicadas as Equacgdes
14, 15 e 16 para avaliagéo da significancia dos efeitos. Os resultados obtidos nos ensaios estéo
apresentados na Tabela 46. Os valores de referéncia obtidos pela Equacdo 16 foram 1,87 e
1,55, para niveis superiores e inferiores, respectivamente. Assim, de acordo com o tipo da

variacao, qualquer valor acima destes foi considerado significativo.
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Tabela 46- Valores obtidos em cada varia¢do no teste de Plackett-Burman para o0 método de

eletroforese capilar

Fatores variados para niveis superiores

Efeito

Teor (%)!2

Fatores variados para niveis inferiores

Efeito

Teor (%)%?

Comprimento de onda
(0 =200 nm;
1 =202 nm)

Temperatura do
cartucho
(0=25°C; 1=26°C)

Tensao
(0=15kV;1=16kV)

Lavagem do capilar
com NaOH 0,1 M
(0=30s;1=355%)

Lavagem do capilar
com agua
(0=30s;1=355%)

Lavagem do capilar
com eletrdlito de
corrida
(0=60s;1=655)

Concentragédo do
eletrolito de corrida
(0 =15 mM;
1=17 mM)

104,07 - 102,22 =
-1,85

102,26 - 104,03 =
1,77

102,87 — 103,42 =
-0,55

102,94 — 103,36 =
-0,42

103,68 — 102,62 =
1,06

103,10 - 103,19 =
-0,09

102,34 — 103,95 =
-1,61

Comprimento de onda
(0 =200 nm;
-1 =198 nm)

Temperatura do
cartucho
(0=25°C;
-1=24°C)

Tensao
(0=15kV;
-1 =14 kV)

Lavagem do capilar
com NaOH 0,1 M
(0=30s;-1=255)

Lavagem do capilar
com agua
(0=30s;-1=255)

Lavagem do capilar
com eletrodlito de
corrida
(0=60s;-1=555)

Concentracéo do
eletrolito de corrida
(0 =15 mM;
-1=13 mM)

101,99 - 102,46 =
-0,47

102,18 — 102,28 =
-0,10

102,32 - 102,13 =
0,19

102,18 — 102,27 =
-0,05

102,99 — 101,46 =
1,53

102,91 - 101,96 =
0,95

101,59 - 102,86 =
-1,27

1 Média de teores obtidos nas condi¢es normais - Média de teores obtidos nas condic@es alteradas
2 Critérios de referéncia calculados: 1,87 para o teste 1 e 1,55 para o teste -1

6.4.4.2.5. Seletividade e estudo de degradacao forcada

6.4.4.2.5.1.Andlise da interferéncia do excipiente

A seletividade do método quanto a interferéncia do excipiente foi avaliada em etapa

anterior deste trabalho, durante o desenvolvimento de metodo qualitativo de eletroforese

capilar. Os resultados estdo descritos no item 5.4.4.2 e na Figura 19.
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6.4.4.2.5.2.Estudo de degradacéo forcada

Para verificar a seletividade do método e também a sua propriedade indicadora de
estabilidade, um estudo de degradacdo forcada da amostra de daptomicina foi realizado. A
Tabela 47 apresenta os dados obtidos neste estudo.

A Figura 33 apresenta alguns eletroferogramas obtidos durante o estudo de
estabilidade da daptomicina. Para cada condicdo de estresse a qual a amostra de pd liofilizado
foi submetida, um eletroferograma esta apresentado, com a degradacdo entre 10 e 30%, que €
0 recomendado para o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade e aceito pela
legislacdo brasileira (BRASIL, 2012).



189 Analise Quantitativa

Tabela 47- Estudo de degradacdo forcada da amostra de daptomicina em pé para solucéo
injetavel para avaliacdo da seletividade do método de eletroforese capilar

Area remanescente do

Degradacao Tempo pico principal de Tempos de_retengao dos
(h) daptomicina (%) Nnovos picos (min)
0 99,47 1,47€1,93
0,25 99,73 1,47
0,50 85,80 147e1,74
Alcalina 15 87,38 1,47
3,0 84,38 1,47
6,0 69,41 1,47
24,0 70,11 147¢1,84
48,0 10,05 1,50
0 100,92 1,47¢1,93
0,25 99,47 1,47e1,93
0,50 98,95 1,47¢1,93
Acida 1,5 87,98 1,47e1,93
3,0 80,92 1,47¢1,93
6,0 79,77 1,47 e 1,93
24,0 79,57 1,47¢1,93
48,0 56,64 1,47
0 100,00 1,47
0,25 100,52 1,47
0,50 103,38 1,47
Aquosa 1,5 100,49 1,47
3,0 98,84 1,47
6,0 82,75 1,47
24,0 58,52 1,47
48,0 47,68 1,47
0 100,00 1,47¢1,93
0,25 99,69 1,47e1,93
0,50 77,02 1,47¢1,93
Oxidativa 15 72,52 1,47 e 1,93
3,0 60,89 1,47¢1,93
6,0 48,91 1,47e1,93
24,0 54,35 1,47¢1,93
48,0 29,35 1,47e1,93
0 100,00 1,47
0,25 99,54 1,47
0,50 103,89 1,47
15 104,07 1,47
Fotolitica 3,0 105,70 1,47
6,0 96,46 1,47
24,0 95,02 1,47
48,0 91,82 1,47

7 dias 86,01 1,47
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Figura 33- Eletroferogramas da amostra de daptomicina em pé para solucdo injetavel
(100 pg/mL) submetida a degradacdo em: a) meio alcalino (NaOH 0,001 M) a 60 °C ap0és
1,5 h; b) meio acido (HCI 0,01 M) a 60 °C apdés 1,5 h; ¢) meio aquoso (H20) a 60 °C apés 6 h;
d) meio oxidativo (H202 0,3%) a 60 °C ap6s 0,5 h; ) meio fotolitico (luz UVC) apos 7 dias
Eletrolito: tampéo fosfato de potéassio pH 7,0 15 mM; tensdo: 15 kV; capilar de silica fundida,
ndo revestido, com diametro interno de 50 pm e comprimento total de 21 cm. DPT:
daptomicina. IMP: impureza. DEG: produto de degradacdo. H2O.: pico gerado pelo perdoxido

de hidrogénio.
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Em relacdo aos eletroferogramas apresentados na Figura 33, foram realizadas analises
dos picos da daptomicina para verificar a sua pureza e se ha interferéncia de algum produto de

degradacéo. A pureza detectada em todos os casos foi superior a 99,80%.
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6.44.26. LDelLQ

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram estimados para determinar a
sensibilidade do método. O valor estimado para o limite de deteccdo foi de 16,17 pg/mL e

para o limite de quantificacdo de 49,01 pug/mL.
6.4.4.2.7. Teste de conformidade do sistema eletroforético

O teste de conformidade do sistema eletroforético foi realizado em etapa anterior deste
trabalho, durante o desenvolvimento de método qualitativo de eletroforese capilar e os

resultados obtidos estdo descritos no item 5.4.4.1 (Tabela 12).
6.4.5. Discussao

A eletroforese capilar € uma técnica cada vez mais utilizada na atualidade e isto é
decorrente de varios fatores. Um deles é sua simplicidade instrumental, ja que consiste
basicamente em dois reservatdrios para eletrolitos, preenchidos geralmente por uma solugéo
tamponante, o capilar (onde ocorre a migragdo), uma fonte de alta tensdo e um detector
posicionado em linha (SANTOS; TAVARES; RUBIM, 2000). A deteccdo pode ser obtida on-
line (por UV/DAD, fluorescéncia ou detectores eletroquimicos) ou através de detectores
externos (espectrémetro de massas) (SUNTORNSUK, 2010). O mais comum, no entanto, é o
detector UV/DAD, tal qual foi utilizado neste trabalho.

Outro fator que contribui com o réapido avanco da eletroforese capilar é a variedade
dos modos de separacdo que podem ser efetuados em uma Unica coluna capilar e da
diversidade dos compostos passiveis de analise em cada modo (TAVARES, 1997). Desde
moléculas pequenas e simples, organicas e inorganicas, até moléculas complexas podem ser
analisadas por esta técnica. Isto torna a eletroforese capilar uma ferramenta promissora para
diversas areas do conhecimento (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

Além disso, as anélises efetuadas geralmente sdo rapidas, o que permite a andlise de
centenas de amostras em um Unico dia, com uma alta eficiéncia de separacdo. Ao mesmo
tempo, o0 baixo volume de amostra e reagentes necessarios para as analises faz com que o
custo por teste seja baixo, outra vantagem do método (CREAMER; OBORNY; LUNTE,
2014). Pelo mesmo motivo, a eletroforese capilar é considerada um método ambientalmente

favoravel, ja que o solvente mais utilizado é a agua, e sempre em volumes muito pequenos



Analise Quantitativa 192

(poucos mililitros), o que traz vantagens para 0 meio ambiente e operadores (SPUDEIT,;
DOLZAN; MICKE, 2012).

Na literatura, até hoje, ndo existem trabalhos publicados descrevendo o
desenvolvimento e validacdo de método de eletroforese capilar para analise da daptomicina
em qualquer matriz, seja material bioldgico ou produto farmacéutico. Desta forma, o objetivo
desta etapa do trabalho foi desenvolver um método quantitativo para analise da daptomicina
em pa liofilizado para solucdo injetavel por meio de eletroforese capilar.

Os ensaios preliminares para o desenvolvimento do método de eletroforese capilar
foram descritos e discutidos anteriormente, durante o desenvolvimento do método qualitativo
(item 5.4.5). Assim, tampéo fosfato de potéassio pH 7,0 15 mM foi escolhido o eletrélito de
corrida, sob uma tensdo de 15 kV e capilar de silica fundida, ndo revestido, com diametro
interno de 50 um e comprimento total de 21 cm.

O teste de conformidade do sistema (Tabela 12, secdo 5.6.4.1) mostrou que 0s
parametros escolhidos para 0 método sdo capazes de fornecer resultados com precisdo e
exatiddo confidveis, visto que o numero de pratos foi superior a 2000, dentro do
recomendado, e os valores médios dos fatores de assimetria e de cauda estiveram abaixo do
valor-limite de 2,0 (FDA, 1994). Foi verificado também que os valores de DPR% para altura
do pico e tempo de migracdo da daptomicina durante o teste de adequabilidade do sistema
foram < 2,0%, considerados adequados.

O tempo de migracédo obtido foi de 1,73 minutos, em média. Considerando o alto peso
molecular da daptomicina, trata-se de um adequado tempo de migracao.

A linearidade do método foi constatada no intervalo de 50,0 a 175,0 pug/mL. Os
valores para o intercepto e a inclinacdo da curva analitica foram 3071,6 e 100,61,
respectivamente, com coeficiente de correlacdo de 0,9987, o que mostra a adequada
linearidade do método. A analise estatistica (Tabela 43) mostrou que o método apresentou
regressdo linear significativa, visto que o valor de F calculado (1472,49) foi superior ao de F
tabelado (4,75) para este quesito. Além disso, a andlise estatistica mostrou que ndo houve
desvio significativo da linearidade, ja que o F calculado (0,00) foi menor que o F tabelado
(3,26). Esta analise foi realizada a um nivel de significancia de 5%.

O metodo apresentou precisdo adequada, visto que os valores de DPR% para 0s
parametros intradia, interdias e entre-analistas foram 1,50%, 2,17% e 0,51%, respectivamente,

0s quais se encontram abaixo de 5,0%, que é recomendado (BRASIL, 2003). O método
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também mostrou exatiddo apropriada, visto que apresentou valor experimental médio de
recuperacdo de 100,14%, como mostra a Tabela 45.

A robustez do método foi comprovada por meio do modelo de Plackett-Burman
(Tabela 46). Através deste ensaio, foi verificado que nenhuma alteracdo realizada nos
parametros de trabalho foi considerada significativa em comparagdo com os valores de
referéncia calculados durante a execucdo do teste. Isto mostrou que pequenas alteragdes no
comprimento de onda, na temperatura do cartucho, na tensdo aplicada, nos tempos de
lavagem do capilar com NaOH 0,1 M, agua e eletrélito de corrida e na concentracdo do
eletrolito de corrida sdo permitidas sem que ocorram mudancas significativas no resultado
final fornecido pelo método.

A seletividade do método foi demonstrada quanto a interferéncia do excipiente na
analise da daptomicina e quanto a interferéncia de produtos de degradacdo formados apds a
amostra ser submetida a condi¢cOes for¢adas de degradagdo. Em ambos os casos ndo houve
nenhuma interferéncia, comprovando a seletividade do método. Uma analise da pureza dos
picos de daptomicina apds degradacao e também na presenca do excipiente reforgcou este fato,
ja que o pico de daptomicina mostrou-se puro (pureza superior a 99,8%) em todos 0s casos.

Assim como o discutido durante o desenvolvimento do método de CLAE, o estudo de
degradacdo forcada de farmacos é muito importante, tanto para demonstrar a capacidade
indicativa de estabilidade do método quanto para desvendar o comportamento desta
substancia quando submetida a diferentes condi¢cdes de pH e temperatura (BLESSY et al.,
2013).

Assim sendo, a amostra de daptomicina em po liofilizado para solugdo injetavel foi
submetida a condic@es forcadas de degradacdo em meios &cido, alcalino, aquoso, oxidativo e
fotolitico. Houve decréscimo do pico de daptomicina em todas as condicdes de estresse as
quais a amostra foi submetida, demonstrando sua provavel degradacdo. No entanto, a
daptomicina mostrou-se mais estavel em condicdo fotolitica, na qual a amostra degradou por
volta de 14% ap0s 7 dias de exposi¢do a luz UV. Por outro lado, a amostra demonstrou ser
menos estavel em condicdo alcalina, na qual ap6s 30 minutos de exposicdo, a degradacdo ja
era de 14,20% e apds 48 horas, de quase 90%. Estes resultados corroboram com os obtidos no
estudo de degradacdo forcada da amostra de daptomicina durante o desenvolvimento do
método de CLAE, descrito anteriormente neste trabalho. Além disso, existem dados na
literatura que mostram a instabilidade da daptomicina em condigdes alcalinas (MUANGSIRI;
KIRSCH, 2001; CHRIST et al., 2012).
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Para o desenvolvimento de métodos indicativos de estabilidade, alguns autores
defendem que uma degradacdo na faixa de 5 a 20% ¢é aceitavel, sendo que uma degradacéo
superior a esta pode gerar produtos de degradacdo secundarios, 0s quais nao sao produtos de
interesse por ndo serem realisticos (ALSANTE et al., 2007; BLESSY et al.,, 2013). A
legislacdo brasileira aceita uma degradacdo na faixa de 10 a 30% para 0 mesmo proposito
(BRASIL, 2012). No entanto, ndo h4 uma regra clara para isso.

Considerando uma degradacéo de 10-30%, a Figura 33 apresenta os eletroferogramas
obtidos ap0s as degradacdes acida, alcalina, aquosa, oxidativa e fotolitica. Analisando-se 0s
eletroferogramas, percebe-se que em todos 0s casos um pico em 1,47 minutos esta presente.
Quando observamos os eletroferogramas obtidos com a daptomicina SQR e amostra (Figuras
17 e 18, secdo 5.6.4.2) sem qualquer degradacdo, 0 mesmo pico estd presente em ambos 0s
casos. Provavelmente ndo se trata de um produto de degradacdo, mas sim de alguma
impureza. Este pico se encontra bem separado do pico principal da daptomicina, portanto néo
interfere na sua analise.

Ja nos eletroferogramas obtidos nas condi¢Ges &cida e oxidativa, novos picos
surgiram, indicando provaveis produtos de degradacdo. No eletroferograma obtido na
condicdo &cida, o pico principal da daptomicina se encontra distorcido (ndo esta simétrico), no
entanto, andlise constatou 100% de pureza deste pico. Portanto, ndo ha nenhum produto de
degradacdo coeluindo com o mesmo. Esta distorcdo ocorreu, provavelmente, devido ao
preparo da solucdo em HCI 0,01 M.

Nas condic¢6es alcalina, aquosa e fotolitica ndo houve o surgimento de picos extras nos
eletroferogramas, embora a area do pico principal da daptomicina ja tenha indicado uma
degradacédo na faixa recomendada. Existem algumas explicacOes para este fato, tais como: o
produto de degradacdo pode ter apresentado eluicdo tardia nas condi¢bes propostas e por tal
motivo ndo ter aparecido no tempo de corrida estabelecido (3 minutos); ele pode ter se ligado
fortemente no interior do capilar ndo sendo arrastado pelo eletrolito de corrida; pode nao
apresentar um cromoforo; pode ser altamente volatil; entre outros (TEMPLETON;
PADEIRO, 2014). Os produtos de degradacdo que surgiram estdo bem separados do pico
principal.

Nota-se que alguns produtos de degradacdo observados no estudo de degradagéo
forcada da daptomicina pelo método de CLAE, desenvolvido em etapa anterior neste trabalho,

ndo foram observados aqui, e 0 oposto também é verdadeiro. Uma explicacdo para isso pode



195 Analise Quantitativa

ser a utilizacdo de diferentes comprimentos de onda para deteccdo no UV. Na CLAE foi
utilizado um comprimento de onda de 221 nm e na eletroforese capilar de 200 nm.

O método proposto cumpre todos 0s requisitos preconizados pela literatura para
validacdo de um método de eletroforese capilar indicativo de estabilidade, sendo capaz de
quantificar daptomicina em po liofilizado para solucédo injetavel, além de ser capaz de avaliar
sua estabilidade, podendo ser uma alternativa econdmica, rapida, segura para os operadores e

ambientalmente favoravel para anélises de rotina do controle de qualidade deste farmaco.
6.5. Espectrofotometria na regido do infravermelho médio
6.5.1. Consideracdes gerais

Quase todas as moléculas que possuem ligagcdes covalentes sdo capazes de absorver
varias frequéncias de radiacdo eletromagnética na regido do infravermelho. Uma das regides
mais importantes do infravermelho é a vibracional ou do infravermelho médio
(SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010).

A radia¢do no infravermelho vibracional, normalmente, ¢ mencionada como “nimero
de onda (cm?t)” em vez de “comprimento de onda (um)”, principalmente pelo fato de o
numero de onda ser diretamente proporcional ao nivel de energia de vibracdo. Quanto maior a
energia vibracional, maior sera o nimero de onda. Desta forma, em termos de nimero de
onda, a faixa do infravermelho médio (ou vibracional) no espectro eletromagnético vai de 400
a 4000 cm™, a qual corresponde a comprimentos de onda de 2,5 a 25 um. Nesta faixa, a
radiacdo infravermelha, quando absorvida por uma molécula organica, converte-se em energia
de vibracdo molecular, sendo que este processo de absorcdo € quantizado (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et al., 2010).

Os atomos que constituem as ligacdes quimicas de uma molécula ndo estdo estaticos,
eles estdo sempre em constante movimento ao longo das ligacdes, resultando em frequéncias
vibracionais naturais. Cada tipo de ligacdo quimica possui sua propria frequéncia natural de
vibracdo. Assim, uma molécula absorve apenas frequéncias selecionadas de radiacdo
infravermelha, as quais correspondem as suas frequéncias vibracionais naturais. A energia,
guando absorvida, provoca um aumento na amplitude dos movimentos vibracionais das
ligagBes quimicas na molécula. No entanto, nem todas as ligagdes quimicas de uma molécula

séo capazes de absorver radiacdo infravermelha, apenas aquelas que apresentam uma variagao
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no seu momento dipolar durante esta vibragdo. Deste modo, a frequéncia das vibragdes pode
estar associada a um determinado tipo de banda (PAVIA et al., 2010).

A radiacdo na regido do infravermelho ndo possui energia suficiente para promover
transicOes eletrdnicas, deste modo, sé provoca transicdes de energia vibracional, as quais
compreendem estiramentos e tensionamentos de ligagdes interatdmicas e modificacGes de
angulos de ligacdes (FB, 2010).

O equipamento utilizado para se obter os espectros de absor¢do no infravermelho é
chamado de espectrofotometro de infravermelho. Existem dois tipos, os dispersivos e de
transformada de Fourier (FT), sendo que o segundo produz o espectro muito mais
rapidamente que o primeiro.

Nos espectrofotdmetros dispersivos, a amostra € submetida a um feixe de luz
monocromatico, que tem sua frequéncia variada com o tempo para obter-se os dados. Através
deste instrumento se obtém um espectro no dominio da frequéncia (intensidade versus
frequéncia), assim como os quimicos preferem. J& nos espectrofotdmetros de transformada de
Fourier, todos os comprimentos de onda sdo medidos de uma sé vez, sendo eles 0os mais
utilizados na atualidade. Este equipamento gera um interferograma, que é um grafico de
intensidade versus tempo, chamado espectro no dominio temporal. Para se obter um espectro
no dominio da frequéncia (intensidade versus frequéncia), assim como os instrumentos
dispersivos, uma operacdo matematica, conhecida como transformada de Fourier, é aplicada
pelo proprio equipamento. Este tipo de equipamento é mais rapido e mais sensivel que o
primeiro (JEFFERY et al., 1992; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; FB, 2010;
PAVIA et al., 2010).

A espectrofotometria na regido do infravermelho médio é considerada um método de
exceléncia para identificacdo de compostos (FB, 2010). No entanto, cada vez mais vem sendo
utilizada também para a quantificacdo de substancias (GARRIGUES; GALLIGNANI, DE LA
GUARDIA, 1993; MATKOVIC et al.,, 2004; FAROUK; MOUSSA; AZZAZY, 2011,
SHERAZI; ALI; MAHESAR, 2011; MORENO; SALGADO, 2012; TOTOLI; SALGADO,
2012; VIEIRA; SALGADO, 2012; KOGAWA; SALGADO, 2013; CORREA; SALGADO,
2014; PIANTAVINI et al., 2014; KOGAWA; SALGADO, 2015; MALLAH et al., 2015;
NATORI; TOTOLI; SALGADO, 2016), ja que as vantagens deste método estdo cada vez
mais em evidéncia.

Este método se destaca quando comparado a outros métodos fisico-quimicos,

principalmente por ndo utilizar solventes organicos em suas analises. Desta maneira, ndo gera
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residuos deste tipo, diminuindo os impactos das atividades da industria sobre 0 meio ambiente
e reduzindo a quantidade de efluentes a serem tratados por ela, trazendo beneficios ambientais
e econdmicos (TOTOLI; SALGADO, 2012). Além disso, é uma técnica ideal para farmacos
com problemas de solubilidade, visto que podem ser analisados na forma solida, em pastilhas
de brometo de potéssio. Ao mesmo tempo, ndo é necessario o estagio de extracdo da amostra,
trazendo agilidade para anélises de rotina e reduzindo custos com solventes e membranas
(MORENO; SALGADO, 2012).

Assim, o objetivo do trabalho foi propor um método analitico para quantificacdo da
daptomicina em po liofilizado para solucdo injetavel por espectrofotometria na regido do
infravermelho médio com transformada de Fourier. Assim, esta técnica podera ser utilizada
como opcéao econdmica e ecologicamente favoravel para analises de rotina deste farmaco no

controle de qualidade.
6.5.2. Material

A daptomicina SQR e amostra de pd liofilizado para solugdo injetavel utilizadas foram
descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente. Hidroxido de sédio (Vetec, Rio de Janeiro,
Brasil) foi empregado para avaliar a seletividade do método. Para a confeccdo das pastilhas,
foi utilizado brometo de potassio (KBr) de grau analitico da marca Synth (Diadema, Brasil).
Antes de sua utilizacdo o KBr foi dessecado a 105 °C em estufa Quimis (Diadema, Brasil)
modelo 702.780.

O equipamento de infravermelho empregado foi Shimadzu (Kyoto, Japdo), com
transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21, que permite a digitalizacdo de espectros e a
obtencdo de arquivos eletrénicos das analises. A regido espectral compreendida na anélise foi
de 1700 a 1600 cm™ (Figura 21, secéo 5.7.4), a qual abrange a banda de uma das carbonilas
das amidas presentes na molécula de daptomicina. A altura desta banda foi avaliada em
termos de absorvancia.

O software Microsoft Excel (2013) foi utilizado para a construcdo da curva analitica.
6.5.3. Meétodo
6.5.3.1.Ensaios preliminares

Ensaios preliminares foram realizados durante o desenvolvimento do método

qualitativo de espectrofotometria na regido do infravermelho médio (item 5.7 deste trabalho)
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para selecionar a melhor faixa espectral para analise quantitativa, em que nao houvesse
nenhuma interferéncia do adjuvante presente na forma farmacéutica de po liofilizado. A
maneira que a selecdo foi realizada estd descrita detalhnadamente no item 5.7.3.3 deste
trabalho.

Além disso, varias concentracdes de daptomicina, na faixa de 0,20 a 3,5 mg/150 mg,

foram testadas, para se chegar nas melhores concentragdes de trabalho.
6.5.3.2.0btencdo da curva analitica

Primeiramente, uma diluicdo de 1:100 (p/p) de daptomicina SQR em KBr foi
realizada, para minimizar erros de pesagem. Para isso, foi pesado o equivalente a 20,0 mg de
daptomicina SQR, o qual foi misturado a 1980,0 mg de KBr. Os pds foram misturados
geometricamente em gral de agata até a obtencdo de uma mistura homogénea. Depois disso,
esta diluicdo foi levada a estufa a 105 °C por 10 minutos. Apos este periodo, a diluicdo foi
levada a dessecador até atingir temperatura ambiente.

A partir desta diluicdo, foram pesados 20,0; 30,0; 40,0; 50,0 e 60,0 mg (os quais
representam 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e 0,6 mg de daptomicina) e depois homogeneizados com
guantidade suficiente de KBr para a obtencdo de pastilhas de leitura com massa total de
150 mg. Os p6s foram misturados e moidos em gral de agata até a obtencdo de uma mistura
homogénea. Depois disso, estas misturas foram comprimidas em uma prensa mecanica por 10
minutos para obtencdo de pastilhas translicidas, nas concentracBes de 0,2; 0,3; 0,4; 0,5 e
0,6 mg/150 mg, as quais foram analisadas no espectrofotdmetro de infravermelho.

Cada concentracdo foi preparada em triplicata e as leituras foram realizadas em
absorvancia, na faixa espectral compreendida entre 1700 e 1600 cm™. A curva analitica foi
construida, com auxilio do software Microsoft Excel (2013), através da disposicdo das
concentracdes de trabalho das pastilhas de daptomicina SQR em relacdo as respectivas médias
das absorvancias obtidas para cada uma delas. Este procedimento foi realizado trés dias

diferentes e uma curva analitica final com a média dos trés dias foi construida.
6.5.3.3.Determinacéo da daptomicina no medicamento
6.5.3.3.1. Preparo das pastilhas de daptomicina SQR

Foram preparadas pastilhas de KBr contendo daptomicina SQR na concentracdo de

0,4 mg/150 mg. Primeiramente, uma dilui¢do de 1:100 (p/p) de daptomicina SQR em KBr foi
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realizada, assim como o descrito no item 6.5.3.1, para minimizar erros de pesagem. A partir
desta diluicdo, 40 mg foram pesados (os quais representam 0,4 mg de daptomicina) e depois
homogeneizados com 110 mg de KBr, para se obter uma pastilha com massa total de 150 mg.
Os p6s foram misturados e moidos em gral de agata até a obtencdo de uma mistura
homogénea. Depois disso, esta mistura foi comprimida em uma prensa mecénica por 10
minutos para obtencdo de uma pastilha transllcida, a qual foi analisada no espectrofotdmetro
de infravermelho. As determinacbes foram realizadas em triplicata e as leituras em

absorvancia.
6.5.3.3.2. Preparo das pastilhas de daptomicina amostra

Foram preparadas pastilhas de KBr contendo daptomicina na concentragdo de
0,4 mg/150 mg. Para isso, primeiramente foi verificado o peso médio de trés frascos-ampola
de daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras, conforme descrito
no item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool, foi realizada uma diluicdo de 1:100 (p/p) de
daptomicina em KBr, assim como o descrito no item 6.5.3.1, para minimizar erros de
pesagem.

A partir desta diluicdo, 40 mg foram pesados (os quais representam 0,4 mg de
daptomicina) e depois homogeneizados com 110 mg de KBr, para se obter uma pastilha com
massa total de 150 mg. Os p6s foram misturados e moidos em gral de 4gata até a obtencdo de
uma mistura homogénea. Depois disso, esta mistura foi comprimida em uma prensa mecanica
por 10 minutos para obtencdo de uma pastilha translicida, a qual foi analisada no
espectrofotobmetro de infravermelho. As determinacGes foram realizadas em triplicata e as

leituras em absorvancia.
6.5.3.2.3. Calculo do teor de daptomicina na amostra

A concentracdo de daptomicina na amostra foi calculada pela Equacdo 7 e o seu teor
percentual foi calculado pela Equacdo 8. Estas equacfes foram descritas anteriormente no
item 6.1.3.3.3 deste trabalho. Obs: neste caso, a unidade usada foi de mg/150 mg (ou
mg/pastilha) ao invés de pg/mL, como descrito no item mencionado.
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6.5.3.4.Validacdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos seguintes pardmetros: linearidade,
precisdo, exatidao, robustez, seletividade e limites de deteccdo e de quantificacdo, de acordo
com o preconizado pela literatura (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 37, 2014).

6.5.3.4.1. Linearidade

Para a andlise da linearidade do método, foram avaliadas trés curvas analiticas,
realizadas em trés dias diferentes. Cada curva foi construida de acordo com o descrito no item
6.5.3.1. Os resultados obtidos foram analisados para obten¢édo da equacdo da reta pelo método
dos minimos quadrados e a verificacdo da linearidade foi constatada por anélise de variancia
(ANOVA).

6.5.3.4.2. Precisdo

A precisdo do método foi avaliada em dois quesitos: a repetibilidade e a precisao
intermediaria. A repetibilidade (intradia) foi estudada através da analise de seis pastilhas de
daptomicina SQR na concentragdo de 0,4 mg/150 mg, no mesmo dia e em condic¢Oes de
trabalho idénticas. O valor do desvio padrdo relativo percentual (DPR%) entre as
determinac0es foi avaliado. A precisdo intermediaria (interdias e entre-analistas), por sua vez,
foi avaliada através da realizacdo de determinagdes do teor de daptomicina na amostra de pd
para solucdo injetavel em trés dias diferentes e também por um segundo analista, sob as
mesmas condicdes experimentais. Os valores de DPR% entre os doseamentos foram
calculados (ICH, 2005).

6.5.3.4.3. Exatidao

A exatiddo do método foi realizada através do ensaio de recuperacdo, no qual
quantidades conhecidas de daptomicina SQR foram adicionadas a quantidades conhecidas de
amostra (ICH, 2005). A recuperacdo foi realizada em trés niveis, R1, R2 e R3, e as pastilhas

foram preparadas segundo a Tabela 48, em triplicata.
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Tabela 48- Preparo das solugdes para o teste de recuperacdo do método de espectrofotometria

na regido do infravermelho médio

Daptomicina amostra Daptomlc_|n~a Quantidade  Concentracao
R SQR (diluicéo A

(diluicao 1:100, p/p ) de KBr tedrica final

em KBr) (mg) 1:100, p/p em (mg)* (mg/150 mg)?

KBr) (mg)

Amostra 20,0 - 130,0 0,20
R1 20,0 12,0 118,0 0,32
R2 20,0 20,0 110,0 0,40
R3 20,0 28,0 102,0 0,48
Padréo - 20,0 130,0 0,20

! Quantidade suficiente para o preparo de pastilhas com massa total de 150 mg
2 Cada nivel de concentragéo foi preparado em triplicata

A porcentagem de recuperacdo (R%) foi calculada pela Equacdo 9, determinada pela
AOAC (AOAC, 2002) e descrita na se¢do 6.1.3.4.3 deste trabalho. Obs: neste caso, a unidade
usada foi de mg/150 mg (ou mg/pastilha) ao invés de pg/mL, como descrito no item

mencionado.
6.5.3.4.4. Robustez

Para a avaliacdo da robustez do método, os seguintes parametros foram variados
individualmente: forca de compresséo das pastilhas na prensa mecénica (5 KN acima e abaixo
da pressao de trabalho) e marca do brometo de potassio (Shimadzu, Kyoto, Japdo). Para isso,
foram realizados doseamentos de daptomicina na amostra de pé para solucdo injetavel nas
diferentes condicGes propostas. As respostas obtidas foram avaliadas quanto ao DPR% entre

as determinacgdes, comparando-as com as condi¢des normais de trabalho.
6.5.3.4.5. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada em etapa anterior deste trabalho, durante o
desenvolvimento de método qualitativo de espectrofotometria na regido do infravermelho

médio e o0 método esta descrito no item 5.7.3.3.
6.5.3.4.6. LDe LQ

Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram estimados pelas Equacgdes 10 e 11,
respectivamente, descritas no item 6.1.3.4.6, com base no desvio padrdo do intercepto e na

inclinacdo da curva (ICH, 2005).
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6.5.4. Resultados

6.5.4.1.Ensaios preliminares

Os ensaios preliminares foram realizados em etapa anterior deste trabalho, durante o

desenvolvimento de método qualitativo de espectrofotometria na regido do infravermelho

meédio e os resultados estdo descritos na se¢do 5.7.4.

Além disso, as melhores concentragBes para a construgdo da curva analitica foram

observadas na faixa de 0,2 a 0,6 mg/150 mg.

6.5.4.2.Validacado do método

6.5.4.2.1. Linearidade

Os valores das absorvancias obtidas pelas diferentes concentragcbes de daptomicina

SQR para a construcao da curva analitica estdo apresentados na Tabela 49.

Tabela 49- Valores de absorvancia determinados para a curva analitica de daptomicina SQR

pelo método de espectrofotometria na regido do infravermelho médio (1700-1600 cm™)

Concentracao
(mg/150 mg)

Absorvancial

Absorvancia média + DP?

DPR3 (%)

0,20

0,30

0,40

0,50

0,60

0,292
0,290
0,303

0,427
0,456
0,445

0,584
0,608
0,556

0,724
0,747
0,732

0,879
0,893
0,898

0,295 + 0,0007

0,443 +0,0146

0,596 + 0,0012

0,734 +0,0117

0,890 + 0,0098

2,37

3,31

2,01

1,59

1,11

L Valor médio de trés determinagdes
2 DP: desvio padrdo
3 DPR: desvio padrao relativo
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A curva analitica de daptomicina SQR (Figura 34) foi construida com a disposicao do

valor médio das absorvancias em relacdo as suas respectivas concentracgdes.

Figura 34- Curva analitica de daptomicina SQR, obtida pelo método de espectrofotometria na

regido do infravermelho médio (1700-1600 cm™).

y =1,4817x - 0,0011

0 0,2 0,4 0,6 0,8
Concentragao (mg/150 mg)

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de daptomicina SQR esta
apresentada na Tabela 50.

Tabela 50- Analise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obten¢do da
curva analitica de daptomicina SQR, utilizando o método de espectrofotometria na regido do
infravermelho médio (1700-1600 cm't)

Fontes de Graus de Soma de vVariancia F F
variacao liberdade guadrados calculado tabelado
Entre 4 0,658762 0,164691 128531* 348
concentracOes
Regfesséo 1 0,658530 0,658530 5139,41* 4,96
linear
Desvio da 3 0,000233 0,000078 0,61 3,71
linearidade
Residuo 10 0,001281 0,000128 ] ]
Total 14 0,660044 B - -

*Significativo para p < 0,05
6.5.4.2.2. Precisao

A precisdo do método foi avaliada em trés parametros: intradia, interdias e entre-

analistas. Os resultados foram expressos com base nos valores de DPR percentuais. A
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precisdo intradia forneceu um valor de DPR de 2,12%. Os valores percentuais de DPR

apresentados pelos parametros interdias e entre-analistas estdo apresentados na Tabela 51.

Tabela 51- Determinacdo da precisdo interdias e entre-analistas do método de
espectrofotometria na regido do infravermelho médio (1700-1600 cm™) para anélise de

daptomicina em pé liofilizado

Interdias Entre-analistas
Amostra  Dia Massal Teor! DPR? Analista Massal Teor! DPR?
(g/frasco) (%) (%) (g/frasco) (%) (%)
1 0,507 101,49
1 0,499 99,75
1 2 0,499 99,99 1,03 1,58
2 0,510 102,00

3 0,510 102,00

1 média de trés determinagdes
2DPR = desvio padrdo relativo

6.5.4.2.3. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacéo, o qual foi realizado
em trés niveis de concentracdo e os resultados estdo apresentados na Tabela 52.

Tabela 52- Determinacdo da exatiddo do método analitico para andlise de daptomicina por

espectrofotometria na regido do infravermelho médio (1700-1600 cm™t)

Daptomicina SQR Daptomicina SQR ~ Recuperacgédo
padicionadaQ Ee)ncontrada1Q Recupoeragao DE N média
(mg/150 mg) (mg/150 mg) (%0) (%0) (%)
R1 0,120 0,123 102,40 0,34
R2 0,200 0,199 99,28 1,47 100,34
R3 0,280 0,278 99,33 1,17

1 média de trés determinagdes
2 DPR = desvio padrao relativo (dentro de cada nivel de recuperacio)

6.5.4.2.4. Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio de pequenas modificagdes, individuais,
nos seguintes parametros de trabalho: forca de compresséo das pastilhas na prensa mecénica e

marca do brometo de potassio. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 53.
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Tabela 53- Avaliacdo da robustez do método analitico para anélise de daptomicina por
espectrofotometria na regido do infravermelho médio (1700-1600 cm™)

Variével Faixa investigada Teor Teor DPR*
(g/frasco) (%) (%)
Forca de /S kN 0,491 98,12
compressio 80 kN 0,499 99,99 1,14
85 kN 0,502 100,38
Synth? 0,499 99,99
Marca do KBr Shimadzu 0491 0813 133

! DPR = desvio padrio relativo
2 Parametros normais de trabalho

6.5.4.2.5. Seletividade

A seletividade do método quanto a interferéncia do excipiente foi avaliada em etapa
anterior deste trabalho, durante o desenvolvimento de método qualitativo de
espectrofotometria na regido do infravermelho médio. Os resultados estdo descritos no item
5.7.4 e nas Figuras 20 e 21.

6.5.4.26. LDelLQ

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram estimados para determinar a
sensibilidade do método. O valor estimado para o limite de detec¢do foi de 0,0072 mg/150 mg
e para o limite de quantificacdo de 0,0219 mg/150 mg.

6.5.5. Discussao

A substituicdo de métodos que demandam o uso de grandes volumes de solventes
organicos por métodos verdes para analises de rotina em industrias farmacéuticas € uma
pratica cada vez mais comum (SANSEVERINO, 2000, NOLASCO; TAVARES;
BENDASSOLLI, 2006; GUARDIA; ARMENTA, 2012). Neste contexto, a
espectrofotometria na regido do infravermelho se destaca, pois se trata de um método que nao
usa solventes organicos para suas analises e, por tal motivo, ndo gera residuos toxicos no
meio ambiente.

Além disso, a espectrofotometria no infravermelho médio se sobressai por se tratar de

um método rapido, o qual requer o minimo ou nenhum pré-tratamento da amostra, fornecer
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precisdo comparavel a outros métodos analiticos e ainda auxiliar na deteccéo de falsificagdo e
impurezas (FAROUK; MOUSSA; AZZAZY, 2011).

A espectrofotometria no infravermelho médio, apesar de ser uma técnica utilizada
tipicamente para auxiliar na identificacdo de substancias, vem sendo cada vez mais utilizada
para a analise quantitativa de compostos. H& algumas décadas isto ndo era viavel,
principalmente pelo fato dos espectrofotdmetros dispersivos, 0s quais eram 0s Unicos
disponiveis no mercado, demandarem muito tempo para a obtencdo de um espectro. No
entanto, com a chegada no mercado dos espectrofotdmetros de transformada de Fourier, a
quantificacdo de compostos se tornou vidvel, pois este equipamento apresenta maior
velocidade e sensibilidade que um instrumento dispersivo (PAVIA et al., 2010).

Considerando todas as vantagens que este método oferece, esta etapa do trabalho teve
como objetivo o desenvolvimento e validacdo de método quantitativo para analise de
daptomicina em po6 liofilizado, por meio de espectrofotometria na regido do infravermelho
médio. Durante o desenvolvimento do método, um espectro de daptomicina SQR foi
comparado ao espectro de hidroxido de sodio (Figura 21), que é o Unico adjuvante presente na
forma farmacéutica de p6 liofilizado, para a selecdo da melhor faixa espectral a ser utilizada
na analise quantitativa. O objetivo foi a selecdo de uma faixa espectral em que ndo houvesse a
interferéncia do adjuvante. Assim, a faixa de 1700 a 1600 cm™ foi escolhida, a qual abrange a
banda de uma das carbonilas das amidas presentes na molécula de daptomicina. Com este
ensaio, a seletividade do método também foi comprovada.

As amostras foram preparadas na forma de pastilhas de brometo de potéssio contendo
o farmaco. O brometo de potéassio, sob alta pressao, funde-se e inclui o farmaco em uma
matriz, resultando em uma pastilha que é analisada em etapa posterior. Esta forma do preparo
de amostras mostra a vantagem de ser adequada para farmacos com problemas de
solubilidade, ja que sdo utilizados na forma sélida para a confeccdo das pastilhas, sem a
necessidade de nenhum pré-tratamento, como mencionado anteriormente. No entanto, a
desvantagem é o fato de que o brometo de potassio é altamente higroscopico, e a agua
absorvida por ele pode interferir no espectro obtido (PAVIA et al., 2010). Por tal motivo, um
rigido controle da umidade do local das analises deve ser efetuado. Durante o
desenvolvimento deste trabalho, foi observado que a permanéncia do ar condicionado ligado
(a uma temperatura de aproximadamente 21 °C) auxilia neste controle e é uma medida efetiva

para se controlar a umidade do ambiente.
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A curva analitica para a daptomicina SQR foi construida pela disposi¢cdo do valor
médio das absorvancias em relagdo as suas respectivas concentracdes, mostrando linearidade
adequada na faixa de 0,2 a 0,6 mg/150 mg (ou mg/pastilha). O coeficiente de correlacédo
apresentado foi de 0,9999, valor muito proximo da unidade, o que mostra a linearidade do
método. Ao mesmo tempo, a andlise estatistica dos resultados (Tabela 50) demonstrou que
ndo h& desvio de linearidade significativo, a um nivel de significancia de 5%, j& que o valor
de F calculado (0,61) se mostrou inferior ao de F tabelado (3,71) para este quesito.

O método apresentou precisdo adequada (Tabela 51), ja que os valores de DPR
encontrados para 0s parametros intradia, interdias e entre-analistas foram de 2,12%, 1,03% e
1,58%, respectivamente, todos inferiores a 5%, como o recomendado pela RDC
n° 899 de 2003 (BRASIL, 2003). A exatiddo também se mostrou apropriada, visto que o valor
médio de recuperacdo foi de 100,34% (Tabela 51), muito proximo a 100%.

O método mostrou ser robusto para os parametros forca de compressdao e marca do
KBr. Nestes dois casos, pequenas modificagdes foram realizadas e mesmo assim os resultados
se mantiveram estatisticamente equivalentes, como visualizado na Tabela 53, com valores de
DPR inferiores a 5%. Isto mostra que pequenas modificacBes nestes parametros de trabalho
podem ser realizadas sem que haja interferéncia na analise da daptomicina.

Quanto aos limites de deteccédo e de quantificacdo, os valores obtidos foram de 0,0072
e 0,0219 mg/150 mg, respectivamente. Estes valores mostram a confiabilidade do método
para detectar e quantificar a daptomicina em p6 para solucéo injetavel.

Assim sendo, 0 método inovador proposto cumpre com todos os requisitos exigidos
para a validacdo de métodos analiticos (BRASIL, 2003; ICH, 2005) e pode ser utilizado como
alternativa ambientalmente favoravel para a quantificacdo da daptomicina em amostras de pd

liofilizado para solucéo injetavel.
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7. ANALISE COMPARATIVA DOS METODOS ANALITICOS PROPOSTOS

A andlise comparativa € uma ferramenta utilizada para avaliar se dois ou mais
métodos sdo intercambiaveis para a analise de uma determinada substancia. Em outras
palavras, esta analise vai mostrar se dois ou mais métodos analiticos sdo capazes de fornecer,
estatisticamente, os mesmos resultados em relagdo a analise de um composto. Desta maneira,
foi realizada uma anélise de variancia (ANOVA) para verificar se os métodos analiticos
desenvolvidos e validados neste trabalho séo intercambiaveis para a analise da daptomicina na
forma farmacéutica de po liofilizado.

A Tabela 54 apresenta os teores de daptomicina na amostra de po liofilizado obtidos
em cada um dos cinco métodos propostos e a Tabela 55 mostra os resultados da analise de

variancia realizada entre eles, a um nivel de significancia de 5%.

Tabela 54- Valores obtidos na determinacdo do teor de daptomicina em pd liofilizado para

solugdo injetavel utilizando os métodos analiticos propostos

Método
Parametros
OVt TURBI2 CLAES EC’ IR
101,45 101,78 99,88 102,91 101,49
Teor (%) 102,76 101,17 101,90 102,38 99,99
99,80 98,94 99,10 98,87 102,00
Teor médio (%) 101,34 100,63 100,29 10139 10116
DPR (%) 1,46 1,49 1,44 217 1,03

LUV: espectrofotometria na regido do ultravioleta

2 TURBI: ensaio microbiolégico pelo método turbidimétrico
3 CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

4EC: eletroforese capilar

5 IR: espectrofotometria na regido do infravermelho médio
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Tabela 55- Anélise de variancia dos resultados obtidos para o doseamento de daptomicina em
po liofilizado para solucéo injetavel pelos métodos analiticos propostos

Fontes de Graus de Soma de Quadrado
) ) o F calculado F tabelado*
variagao liberdade quadrados médio
Entre grupos 4 2,75 0,69 0,28 3,48
Dentro dos
10 24,87 2,49
grupos
Total 14 27,62

*Significativo para p < 5%

Como pode ser observado nos resultados da ANOVA, o valor de F calculado (0,28) foi
menor que o de F tabelado (3,48). Isto significa que os cinco métodos desenvolvidos e
validados neste trabalho fornecem, estatisticamente, os mesmos resultados quanto a
quantificacdo da daptomicina na amostra.

Apesar da intercambialidade dos métodos para este propdsito, existem diferencas

consideraveis entre eles. A Tabela 56 sintetiza estas caracteristicas.
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Tabela 56- Principais caracteristicas dos métodos propostos

uvt TURBI? CLAE? EC* (\V&
C!JStO dO ++ + ++++ ++++ +++
equipamento
Custo analitico + ++ ++++ + +
Uso de solventes
organ~|cos/ ) N i ] ]
geracao de
residuos toxicos
TempoNde + ++ ++ + ++
execucao

Dificuldade de
manuseio/ + ++ ++ ++ ++

treinamento

Possibilidade de

~ Né&o Néo Sim Sim Néo
automacao
Separacao de
produtos de Néo Néo Sim Sim Néo

degradacéao

LUV espectrofotometria na regido do ultravioleta

2 TURBI: ensaio microbiolégico pelo método turbidimétrico

3 CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

4EC: eletroforese capilar

5 IR: espectrofotometria na regido do infravermelho médio

Obs: Foi atribuido + para o nivel mais baixo e ++++ para 0 mais alto. O simbolo — foi usado quando o0 método
ndo apresenta determinada caracteristica (igual a zero).

Quanto ao custo do equipamento, entre os cinco métodos desenvolvidos, a CLAE e a
eletroforese capilar sdo aqueles que demandam equipamentos de maior custo. No entanto,
comparando as duas técnicas, percebe-se que a eletroforese capilar apresenta diversas
vantagens em relacdo a CLAE. Uma delas é o tempo de andlise, que nhormalmente é menor, o
gue permite a andlise de centenas de amostras em um unico dia, com uma alta eficiéncia de
separagdo. Além disso, a rapidez das analises e a demanda de um volume muito baixo de
amostras fazem com que o custo por teste seja baixo (CREAMER; OBORNY; LUNTE,
2014). Outro fator que a eletroforese capilar se destaca em relacdo & CLAE é em relagéo ao
baixo custo dos capilares, muito menor que de colunas cromatograficas, o que também

contribui para o baixo custo das analises. No entanto, a maior desvantagem que o método de
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eletroforese capilar apresenta em relacdo & CLAE é a baixa sensibilidade, a qual é decorrente
do caminho 6tico reduzido existente nos capilares (MIRANDA; CARRILHO, 2002).

O método de eletroforese capilar desenvolvido neste trabalho ndo utiliza solventes
organicos para suas analises e esta € outra vantagem que este método oferece, pois desta
maneira ndo gera este tipo de residuo. No entanto, apesar de métodos cromatogréaficos
utilizarem volumes relativamente altos de solventes organicos para suas anélises, 0 método de
CLAE proposto neste trabalho utiliza o etanol como a fase organica da fase mdvel, o que
minimiza os possiveis danos ao meio ambiente e operadores, por se tratar de um solvente
organico menos toxico que aqueles mais comumente utilizados para analises cromatogréficas,
como o metanol e a acetonitrila (RIBEIRO et al., 2004).

Os métodos de espectrofotometria nas regibes do UV e infravermelho também néo
utilizam solventes organicos para suas andlises, sendo considerados ambientalmente
favoraveis. O método turbidimétrico ndo utiliza solventes téxicos, exceto pelo volume muito
baixo de formaldeido utilizado para cessar o crescimento das bactérias no final de cada
experimento. Por tais motivos, entre os métodos desenvolvidos, a espectrofotomeria nas
regibes do UV e IR e a eletroforese capilar sdo aqueles que melhor se enquadram nos
parametros da Quimica Analitica Verde.

O método de espectrofotometria na regido do infravermelho também possui outras
vantagens, entre elas o baixo custo de suas andlises, j& que o material necessario para a
confeccdo das pastilhas é de custo acessivel. No entanto, € uma técnica que demanda maior
rigor quanto ao controle de umidade e temperatura do ambiente, além de requerer
equipamento de custo relativamente elevado e ndo haver a possibilidade de automagéo das
analises, como pode ser feito nos métodos de CLAE e eletroforese capilar.

A espectrofotometria na regido do UV é considerada simples, rapida, econémica e
reprodutivel (MORENO; SALGADO, 2009; FIORENTINO; SALGADO, 2012; SILVA;
ALMEIDA; SALGADO, 2012; PEDROSO; SALGADO, 2013). O método proposto utiliza
apenas agua para suas analises, 0 que torna o custo das analises muito baixo. No entanto, por
ser um método de menor especificidade, pode ndo ser capaz de detectar produtos de
degradacdo e impurezas na matriz analisada, tal como os métodos de CLAE e eletroforese
capilar.

O desenvolvimento de métodos microbiolégicos € muito importante para a analise de
antimicrobianos. Estes métodos fornecem informagdes importantes quanto a atividade do

produto farmacéutico. Alguns estudos mostram que o célculo do teor do farmaco através da
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poténcia fornece resultados diferentes que quando este é calculado por métodos fisico-
quimicos, o que torna os métodos microbioldgicos indispensaveis (MORENO; SALGADO,
2007). Por tal motivo, sempre é recomendavel que haja uma combinacdo entre métodos
fisico-quimicos e microbiologicos para a analise de antimicrobianos, ja que séo
complementares. Neste trabalho, 0 método microbioldgico proposto foi o turbidimétrico. Este
método demanda apenas 4 horas para a leitura dos resultados, 0 que o torna muito vantajoso,
ja que este tempo € comparavel com o de alguns métodos fisico-quimicos e é
consideravelmente inferior ao tempo necessario para o ensaio por difusdo em agar, o qual é

sugerido por muitas farmacopeias para a anélise de antimicrobianos.
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8. ESTUDO DE ESTABILIDADE
8.1. Consideracdes gerais

Estabilidade pode ser definida como o tempo durante o qual o produto farmacéutico
mantém dentro dos limites especificados e durante todo o periodo de estocagem e uso, as
mesmas condicdes e caracteristicas que possuia no momento de sua fabricacdo (SILVA et al.,
2009). 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 composicao, processo de fabricagéo, tipo
e propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005).

A avaliacdo da estabilidade de produtos farmacéuticos normalmente é separada em
estudos de estabilidade fisico-quimica e microbioldgica. O produto deve manter boa
aparéncia, assim, alteracdes como descoloragdo ou escurecimento devem ser motivos de
desconfianca. Além disso, o teor do ingrediente ativo deve ser assegurado com o tempo
(VADAS, 2000). A ocorréncia de reacdes quimicas pode resultar na degradacdo de principios
ativos e adjuvantes. Alteracdes estruturais do principio ativo podem reduzir sua atividade e
levar a efeitos indesejados, devido a formacéo de produtos toxicos. As reacdes quimicas mais
comuns sdo as de oxidacdo e hidrélise causadas pelo oxigénio e umidade da prépria
atmosfera. Outras formas de degradacdo ocorrem por reacbes fotoquimicas (isomerizagdo,
ciclizacdo e fragmentacdo), racemizagdo e incompatibilidades com outros componentes da
formulacdo ou embalagem (VADAS, 2000; CORREA et al., 2011).

Na literatura encontram-se guias e diretrizes para a realizacdo de estudos de
estabilidade, os quais recomendam a realizacdo de duas etapas: testes acelerados e testes de
longa duracdo. Os estudos acelerados sdo conduzidos para acelerar a degradacdo quimica e/ou
mudancas fisicas de um produto farmacéutico em condi¢des forcadas de armazenamento. Os
dados assim obtidos, juntamente com aqueles derivados dos estudos de longa duracéo, podem
ser usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em condi¢des ndo aceleradas e
para avaliar o impacto de curtas exposicGes a condi¢fes fora daquelas estabelecidas no rétulo
do produto, que podem ocorrer durante o transporte. Os estudos de longa duracgdo, por sua
vez, sdo projetados para verificacdo das caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas e
microbiologicas 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 condicGes de armazenamento (BRASIL, 2005).
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Existe também outro tipo de estudo de estabilidade, que é por meio da degradacéo
forcada do farmaco ou do produto farmacéutico. A degradacédo forcada é obtida submetendo-
se o farmaco ou produto farmacéutico a condi¢es mais severas que o0 estudo de estabilidade
acelerado. Estudos de degradacdo forcada mostram o comportamento quimico da molécula, o
que auxilia no desenvolvimento de formulagdes e na selecdo do melhor material para
acondiciona-las (BLESSY et al., 2013).

Estudos de estabilidade, de maneira geral, sdo aplicados para prever, determinar ou
acompanhar o prazo de validade de produtos farmacéuticos. O prazo de validade é o tempo
limite que um produto farmacéutico deve ser utilizado, tendo como base os resultados obtidos
nos testes de estabilidade acelerado ou de longa duracdo, sob a condigdo de que o usuario
armazene o produto nas condicdes especificadas na rotulagem (BRASIL, 2005).

Para se determinar a estabilidade e o prazo de validade de um produto farmacéutico,
estudos cinéticos sdo necessarios. Este tipo de estudo avalia a velocidade da degradacéo e o
modo como a velocidade varia em fungéo de diferentes condigdes, tais como a concentragao
dos reagentes, adjuvantes e outras substancias quimicas presentes, e fatores como a presséo,
luz, umidade e temperatura (PRISTA, 1990).

As reacdes quimicas, normalmente, sdo classificadas por sua ordem, a qual pode ser
definida através da razdo pela qual a velocidade de reacdo (ou degradacdo) varia com a
concentracdo dos reagentes em funcdo do tempo (ANSEL et al., 2000; LACHMAN et al.,
2001). A maior parte dos produtos farmacéuticos segue reacGes de ordem zero, primeira
ordem ou segunda ordem (ANSEL et al., 2000).

Reacdes de ordem zero sdo aquelas em que a velocidade da reacdo quimica é constante
e independente da concentracdo dos reagentes. A velocidade da reacdo quimica pode ser
expressa como a taxa com que a concentracdo do farmaco diminui em funcdo do tempo.
Podem ser calculadas pela Equacdo 19 (LACHMAN et al., 2001).

C=C,—kt Equacéo 19

Reacdes de primeira ordem sdo aquelas nas quais a velocidade da reacdo quimica é
proporcional a concentracdo de um reagente. Assim, a concentracdo de um reagente diminui
exponencialmente em funcdo do tempo. S&o calculadas pela Equacdo 20 (LACHMAN et al.,
2001).

InC = InC, — kt Equacéo 20
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Reacdes de segunda ordem sdo aquelas nas quais a velocidade da reagcdo quimica é
proporcional as concentracdes de dois reagentes. Estas reacGes podem ser calculadas pela

Equacdo 21 (LACHMAN et al., 2001).

1 1 ~
c-C. + kt Equacao 21

Para as Equacdes 19, 20 e 21:

C = concentracao no tempo t

Co = concentracao inicial

k = constante de velocidade da reagéo

Quando a ordem da reacdo quimica é desconhecida, existem varias maneiras para
determina-la. No entanto, o método dos graficos € o mais utilizado em andlises farmacéuticas.
Para verificar se a reacdo quimica € de ordem zero, plota-se o grafico da concentracdo (C) em
fungéo do tempo (t). Caso este gréfico dé origem a uma reta, trata-se de uma reacdo de ordem
zero. No caso da reacdo de primeira ordem, uma reta é obtida ao plotar-se o gréafico do
logaritmo da concentracdo (log C) em funcdo do tempo (t). Para a reacdo de segunda ordem,
uma reta € obtida quando o inverso da concentracdo (1/C) é plotado em funcdo do tempo (t).
No entanto, quando a degradacdo do farmaco € muito baixa, a determinacdo da ordem da
reacdo torna-se dificil por este método, pois a tendéncia é que todos os graficos se mostrem
lineares (LACHMAN et al., 2001; NETZ; ORTEGA, 2002).

A proposta do estudo de estabilidade realizado neste trabalho foi a busca por
evidéncias de como a qualidade da substancia ativa ou produto acabado varia com o tempo
sob a influéncia de uma variedade de fatores ambientais pré-estabelecidos. Para isso, trés
diferentes estudos foram realizados: um estudo de degradacdo forcada da daptomicina
(substancia quimica de referéncia), um estudo de estabilidade acelerado e um de longa
duracdo (os dois ultimos com a daptomicina no produto acabado).

O estudo de degradacéo forcada da daptomicina SQR foi realizado para avaliar como
este principio ativo se comporta sob condices forcadas de degradagdo. A daptomicina na
forma pura foi escolhida para este estudo para se evitar a interferéncia do excipiente presente
no produto farmacéutico. Além disso, estudo similar (menos extenso) com o produto acabado
foi realizado em etapa anterior deste trabalho, durante desenvolvimento de método indicativo
de estabilidade por CLAE. As informacdes obtidas com este estudo podem auxiliar no

desenvolvimento de novas formulagbes e na escolna do melhor material de
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acondicionamento. Este estudo foi desenvolvido durante estagio sanduiche na University of
South Australia (Adelaide, Austélia).

Os estudos de estabilidade acelerado e de longa duracdo da daptomicina no produto
farmacéutico (po liofilizado) ndo foram realizados com o objetivo de se buscar a
determinacdo do prazo de validade do produto, pois ele ja se encontra no mercado ha mais de
uma década e este prazo ja foi estabelecido. Estes estudos visaram a avaliacdo do
comportamento da amostra quando submetida as condicdes definidas pela ANVISA, através
da RE n° 1, de 29 de julho de 2005 (BRASIL, 2005), e a sua andlise por alguns dos métodos
desenvolvidos neste trabalho (fisico-quimicos e microbioldgicos), com atengdo a possivel
formagéo de produtos de degradacéo e perda de atividade antimicrobiana.

8.2. Material

Para os estudos de estabilidade, foram utilizadas daptomicina SQR e amostra de po
liofilizado para solucéo injetavel descritas nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente. Apenas para o
estudo de degradacdo forcada, foi utilizada daptomicina SQR (Tocopharm™, Shanghai,
China).

Para o estudo de degradacdo forcada da daptomicina, também foram utilizadas as
seguintes substancias de grau analitico: solucdes de HCI 0,1 e 0,01 M, preparadas a partir de
solugdo concentrada de HCI (Scharlau, Barcelona, Espanha); solu¢cdes de NaOH 0,1 e
0,001 M, preparadas a partir de NaOH (Chem-Supply, Port Adelaide, Australia); solucBes
tamponantes universais (com valores de pH de 2,0 a 8,0), preparadas a partir de acido citrico,
acido borico e éacido fosforico (Chem-Supply, Port Adelaide, Australia); e solucbes de
peroxido de hidrogénio 0,3 e 3,0%, utilizando peroxido de hidrogénio (Chem-Supply, Port
Adelaide, Australia). Etanol grau CLAE (J.T. Baker™, Mexico) também foi utilizado, assim
como agua ultrapurificada obtida através de equipamento Milli-Q Plus (Millipore, Billerica,
EUA).

As andlises foram realizadas em HPLC Shimadzu® (Kyoto, Japan) conectado a
detector SPD-20A UV e injetor automatico SIL-20A auto sampler. O software utilizado foi o
LC Solution®.

Para os estudos de estabilidade acelerado e de longa duragdo, as analises foram feitas
em CLAE, UV e através de método turbidimétrico. Desta maneira, 0os materiais utilizados
estdo descritos nas secOes referentes a estes métodos (itens 6.1.2, 6.2.2 e 6.3.2, para 0S

métodos de UV, turbidimétrico e CLAE, respectivamente).
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No estudo de estabilidade acelerado, as amostras foram mantidas em estufa Quimis
(Diadema, Brasil) modelo 702.780; para o estudo de estabilidade de longa duracéo, as

amostras foram mantidas em refrigerador (Electrolux).
8.3. Métodos
8.3.1. Estudo de degradacéo forcada da daptomicina SQR

Solucdes de daptomicina SQR foram preparadas na concentracdo de 40,0 pg/mL com
o diluente apropriado (de acordo com o tipo de degradacdo, como descrito a seguir) e filtradas
antes de cada injecdo. Aliquotas diarias destas solucBes foram analisadas por sete dias, através
do método de CLAE, que foi desenvolvido e validado previamente neste trabalho (item 6.3).
Assim, as areas dos picos obtidas ap6s cada periodo de degradacdo foram comparadas com as
fornecidas por uma solucdo de daptomicina SQR recém-preparada (sem passar pelo processo
de degradacéo).

O perfil de degradacdo da daptomicina foi estudado sob varias condi¢es de estresse,

como seré descrito a seguir.

e Degradac0es &cida, alcalina e aquosa: Para a degradacédo acida, duas solucGes de
daptomicina SQR foram preparadas, sendo uma delas utilizando HCI 0,1 M como
diluente, e a outra HCI 0,01 M. Duas solu¢bes de daptomicina também foram
preparadas para a degradacdo alcalina, sendo que uma delas foi preparada em
NaOH 0,1 M e a outra em NaOH 0,001 M. Para a degradagdo aquosa, a solucéo de
daptomicina SQR foi preparada em agua ultrapurificada. Estas solu¢fes foram
mantidas em temperatura ambiente por 7 dias.

e Degradacao oxidativa: Duas solucdes de daptomicina SQR foram preparadas,
sendo uma delas utilizando H20 0,3% como solvente, e a outra H202 3%. Estas
solucgdes foram mantidas em temperatura ambiente por 7 dias.

e Degradacao fotolitica: Daptomicina SQR na forma sélida (pd) foi submetida a luz
solar natural, em temperatura ambiente, por 7 dias.

e Degradacao térmica: Porcbes de daptomicina SQR na forma solida (p6) foram
mantidas em estufas com temperaturas ajustadas para 40 e 60 °C, por 7 dias.

e Degradacdo pH dependente: quatro solugbes de daptomicina SQR foram
preparadas em solugcdo tamponante universal com valores de pH ajustados para 2,0;

4,0; 6,0 e 8,0. Estas solugdes foram mantidas em temperatura ambiente por 7 dias.
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8.3.2. Estudos de estabilidade acelerado e de longa duracéo

A daptomicina comercializada encontra-se acondicionada em frascos-ampola, com
rolha de borracha (semi-permeavel) e tampa de polipropileno do tipo flip-of. O fabricante
recomenda que o produto deve ser conservado sob refrigeracdo (2-8 °C). Com base nestes
dados, as condigOes para cada estudo de estabilidade foram estabelecidas, de acordo com a
RE n°. 1, de 29 de julho de 2005. A mesma resolugcdo recomenda que o estudo de estabilidade
deve ser executado com o produto farmacéutico em sua embalagem primaria. Desta forma,
seguiu-se esta recomendacéo para a realizacdo do estudo (BRASIL, 2005).

Para o estudo de estabilidade acelerado, trés frascos-ampola contendo daptomicina em
po liofilizado para solugdo injetavel foram mantidos em estufa com temperatura ajustada para
25 °C £ 2 °C e umidade relativa (UR) de 60% * 5%. A umidade dentro da estufa foi regulada
com um frasco contendo agua em seu interior e verificada com auxilio de um termo-
higrébmetro. As amostras foram analisadas nos periodos de 0, 3 e 6 meses (BRASIL, 2005).

Para o estudo de estabilidade de longa duracdo, sete frascos-ampola contendo
daptomicina em pé liofilizado para solucdo injetavel foram mantidos em refrigerador com
temperatura ajustada para 5 °C £ 3 °C. A UR ndo foi acompanhada porque a legislacédo
brasileira ndo faz nenhuma recomendacdo para este tipo de produto. As amostras foram
analisadas nos tempos 0, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses (BRASIL, 2005).

Em ambos os estudos, as amostras coletadas foram analisadas por meio de
espectrofotometria na regido do UV, ensaio microbiolégico pelo método turbidimétrico e
cromatografia liquida de alta eficiéncia, previamente validados neste trabalho (secGes 6.1, 6.2
e 6.3, respectivamente).

Além disso, em cada periodo de analise, em ambos 0s casos, 0s teores obtidos com 0s
trés diferentes métodos escolhidos foram comparados através do calculo do DPR entre eles.
No final do estudo, uma analise de variancia (ANOVA) foi realizada para comparar os teores
de daptomicina obtidos durante todo o estudo de estabilidade (acelerado e longa duracéo,
individualmente) e verificar se houve diferenca estatisticamente significativa entre eles, ou
seja, se houve degradagéo.

Ao mesmo tempo, foram avaliadas as caracteristicas organolépticas dos p6s quanto a

aparéncia.
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8.4. Resultados
8.4.1. Estudo de degradacéo forcada da daptomicina

Em todas as condicBes de estresse, observou-se um decréscimo do pico principal de

daptomicina, sugerindo degradacéo do antimicrobiano. Os resultados serdo descritos a seguir.
a) Degradacéo aquosa

A Figura 35 apresenta a representacdo gréafica da degradacdo aquosa da daptomicina
SQR e um cromatograma obtido no terceiro dia de degradacdo, quando a porcentagem de
degradacéo foi de aproximadamente 5%.

Figura 35- a) Representacdo grafica da degradagdo aquosa de daptomicina; b) Cromatograma
obtido no terceiro dia da degradacdo aquosa. Fase movel: agua : etanol (45:55, v/iv) pH 4,5
ajustado com &cido acético glacial. Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cis (150 x 4,6 mm;
5 um). DPT: daptomicina.
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Observacéo: os picos que apareceram em 2,2; 2,8 e 3,8 minutos ndo sdo produtos de
degradacdo. Eles sdo provavelmente impurezas presentes na composi¢cdo da daptomicina

SQR, j& que estes picos também aparecem em cromatogramas obtidos com solucdo de
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daptomicina SQR antes de ser submetida ao processo de degradacdo. O mesmo ocorreu em
outros cromatogramas que serdo descritos a seguir (para outros tipos de degradacao).

b) Degradacéo alcalina

A Figura 36 apresenta a representacao grafica da degradacédo alcalina da daptomicina
SQR e os cromatogramas obtidos no primeiro dia de degradacdo com NaOH 0,1 M (100% de
degradacdo) e NaOH 0,001 M (19,5% de degradacdo). Estes cromatogramas foram obtidos
através da anélise imediata das solugdes de daptomicina SQR em ambos os solventes (logo
apos o preparo).

Figura 36- a) Representacdo grafica da degradacdo alcalina de daptomicina; b)
Cromatograma obtido no primeiro dia da degradacdo com NaOH 0,1 M; c) Cromatograma
obtido no primeiro dia da degradacdo com NaOH 0,001 M. Fase movel: agua : etanol (45:55,
v/v) pH 4,5 ajustado com acido acético glacial. Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cis (150 x

4,6 mm; 5 um). DPT: daptomicina. DEG: produto de degradacéo.
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c) Degradacéo acida

A Figura 37 apresenta a representacdo grafica da degradacdo 4cida da daptomicina
SQR e os cromatogramas obtidos no primeiro dia de degradacdo com HCI 0,1 M (28% de
degradacdo) e HCI 0,01 M (20,5% de degradacdo). Estes cromatogramas foram obtidos
através da anélise imediata das solugdes de daptomicina SQR em ambos os solventes (logo

apos o preparo).

Figura 37- a) Representacdo gréfica da degradacdo &cida de daptomicina; b) Cromatograma
obtido no primeiro dia da degradacdo com HCI 0,1 M; c) Cromatograma obtido no primeiro
dia da degradacdo com HCI 0,01 M. Fase movel: agua : etanol (45:55, v/v) pH 4,5 ajustado
com 4&cido acético glacial. Fase estacionéria: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 um). DPT:
daptomicina. DEG: produto de degradag&o.
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d) Degradacao oxidativa

A Figura 38 apresenta a representacao grafica da degradacao oxidativa da daptomicina
SQR e os cromatogramas obtidos no primeiro dia de degradagcdo com H>0. 3% (28,9% de
degradacéo) e H202 0,3% (26,9% de degradacéo). Estes cromatogramas foram obtidos através
da analise imediata das solucBes de daptomicina SQR em ambos os solventes (logo apds o
preparo).

Figura 38- a) Representacdo grafica da degradacdo oxidativa de daptomicina; b)
Cromatograma obtido no primeiro dia da degradacdo com H>02 3%; ¢) Cromatograma obtido
no primeiro dia da degradacdo com H20, 0,3%. Fase movel: agua : etanol (45:55, v/v) pH 4,5
ajustado com 4&cido acético glacial. Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm;
5 um). DPT: daptomicina.
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e) Degradacéo fotolitica

A Figura 39 apresenta a representacdo gréafica da degradacdo fotolitica da daptomicina
SQR e os cromatogramas obtidos no segundo dia de degradacdo, quando a porcentagem de
degradacéo foi de aproximadamente 16,5%.

Figura 39- a) Representacdo grafica da degradacdo fotolitica de daptomicina; b)
Cromatograma obtido no primeiro dia da degradacdo fotolitica. Fase mdvel: agua : etanol
(45:55, v/v) pH 4,5 ajustado com acido acético glacial. Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cis
(150 x 4,6 mm; 5 um). DPT: daptomicina.
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f) Degradacéo térmica

A Figura 40 apresenta a representacdo grafica da degradacdo térmica da daptomicina
SQR e os cromatogramas obtidos no segundo dia de degradacdo a 40 °C (28,9% de
degradacdo) e 60 °C (26,9% de degradacao).
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Figura 40- a) Representacdo grafica da degradacdo térmica de daptomicina; b)
Cromatograma obtido no segundo dia da degradagdo a 40 °C; c¢) Cromatograma obtido no
segundo dia da degradacdo a 60 °C. Fase mdvel: agua : etanol (45:55, v/v) pH 4,5 ajustado
com acido acético glacial. Fase estacionaria: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 um). DPT:

daptomicina. DEG: produto de degradag&o.
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g) Degradacéo pH dependente

A Figura 41 apresenta a representacdo grafica da degradacdo pH dependente da
daptomicina SQR e os cromatogramas obtidos nas seguintes condi¢des: no segundo dia de
degradacdo em pH 2,0 e 4,0 (12,7 e 14,8% de degradacdo, respectivamente), no sexto dia de
degradacdo em pH 6,0 (19,5% de degradacéo) e no primeiro dia de degradacdo em pH 8,0
(10% de degradacdo). Em pH 8,0, o cromatograma foi obtido através da analise imediata da

solucéo de daptomicina SQR (logo apds o preparo).
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Figura 41- a) Representacdo grafica da degradacdo pH dependente de daptomicing;
b) Cromatograma obtido no segundo dia da degradagcdo em pH 2,0; ¢) Cromatograma obtido
no segundo dia da degradacdo em pH 4,0; d) Cromatograma obtido no sexto dia da
degradacdo em pH 6,0; e) Cromatograma obtido no primeiro dia da degradacdo em pH 8,0.
Fase movel: &gua : etanol (45:55, v/v) pH 4,5 ajustado com &cido acético glacial. Fase
estacionéria: Agilent Zorbax Cig (150 x 4,6 mm; 5 um). DPT: daptomicina. DEG: produto de
degradacéo.
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8.4.2. Estudos de estabilidade acelerado e de longa duracéo

A Figura 42 apresenta o perfil de degradacdo da daptomicina em po liofilizado obtido
durante o estudo de estabilidade acelerado com os trés metodos escolhidos (turbidimétrico,
CLAE e UV). Os teores obtidos neste estudo estdo descritos na Tabela 57. Estes valores
foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e os resultados estdo apresentados na
Tabela 58.

Figura 42- Perfil de decaimento dos teores de daptomicina em po liofilizado durante o estudo

de estabilidade acelerado, através dos métodos turbidimétrico, CLAE e UV.
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Tabela 57- Valores obtidos na determinagdo do teor de daptomicina em po liofilizado para
solucdo injetavel durante estudo de estabilidade acelerado, pelos métodos turbidimétrico,
CLAE e UV

Teores (%)

Método
Tempo zero 3 meses 6 meses
Turbidimétrico 101,78 105,94 101,82
uv 102,96 107,97 99,79
CLAE 101,90 99,79 99,40
Teor meédio (%) 102,21 104,57 102,64

DPR (%) 0,65 4,26 3,72
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Tabela 58- Analise de variancia dos resultados obtidos para o doseamento de daptomicina em
po liofilizado para solucdo injetavel durante estudo de estabilidade acelerado

Fontes de Graus de Soma de Quadrado
o ) o F calculado F tabelado*
variagao liberdade quadrados médio
Entre grupos 2 9,432 4,716 0,437 5,14
Dentro dos
6 64.782 10,797
grupos ’
Total 8 74,215

*Significativo para p < 5%

Para o estudo de estabilidade de longa duracdo, a andlise foi realizada da mesma
maneira. O perfil de degradacao, neste caso, esta apresentado na Figura 43, os teores obtidos

estdo apresentados na Tabela 59 e a analise de variancia descrita na Tabela 60.

Figura 43- Perfil de decaimento dos teores de daptomicina em p6 liofilizado durante o estudo

de estabilidade de longa duracéo, através dos métodos turbidimétrico, CLAE e UV.
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Tabela 59- Valores obtidos na determinagdo do teor de daptomicina em po liofilizado para
solucdo injetdvel durante estudo de estabilidade de longa duragcdo, pelos métodos
turbidimétrico, CLAE e UV

Teores (%)

Metodo T;:gnr([))o 3 meses 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses
Turbidimétrico 101,78 107,13 104,47 99,69 99,76 104,34
uv 102,96 100,54 108,85 99,51 100,80 102,98
CLAE 101,90 102,04 100,05 99,68 99,99 99,93
Teor meédio (%) 102,21 103,24 104,46 99,63 99,99 102,42
DPR (%) 0,64 3,35 4,21 0,10 0,72 2,21

Tabela 60- Anélise de variancia dos resultados obtidos para o doseamento de daptomicina em
po liofilizado para solucéo injetavel durante estudo de estabilidade de longa duragéo

Fontes de Graus de Soma de Quadrado
_ _ o F calculado F tabelado*
variacgao liberdade quadrados médio
Entre grupos 2 20,102 10,051 1,41 3,68
Dentro dos
15 106.906 7,127
grupos '
Total 17 127,008

*Significativo para p < 5%

Quanto as caracteristicas organolépticas, os pds de daptomicina SQR permaneceram

sem nenhuma alteracdo antes e depois dos estudos de estabilidade.
8.5. Discusséo
8.5.1. Estudo de degradacéo forcada da daptomicina

O estudo de degradagéo forcada da daptomicina foi realizado a fim de verificar o
comportamento quimico da molécula sob diferentes condi¢fes de estresse (&cida, alcalina,
aquosa, oxidativa, térmica e diferentes valores de pH). A daptomicina em sua forma pura
(SQR) foi escolhida para a realizacdo do método, ao invés da forma farmacéutica, para evitar

interferéncias do excipiente nas analises. Alem disso, estudo de degradacdo forcada da



229 Estudo de Estabilidade

daptomicina em pd liofilizado foi realizado em etapa anterior deste trabalho, durante o
desenvolvimento do método de CLAE indicativo de estabilidade (se¢do 6.3). Ambos o0s
estudos ndo foram comparados nesta discussdo devido ao fato de as condices de estresse
serem diferentes.

A daptomicina apresentou degradacdo em todas as condigdes em que foi submetida,
uma vez que o seu pico principal foi reduzido em todos os casos. No entanto, mostrou-se mais
estavel sob condicdes aquosas, nas quais apds 7 dias de andlise, a degradacdo do farmaco foi
de aproximadamente 8%, ou seja, menor em comparacdo as outras condicdes testadas, neste
mesmo periodo. Em pH 6,0, a daptomicina também se mostrou estavel, j& que apds 4 dias de
experimento, 0 seu teor manteve-se praticamente inalterado, com degradacgdo de apenas 2%.
No entanto, ap0s 7 dias, a degradacdo aumentou para 23%.

Por outro lado, a daptomicina apresentou menor estabilidade em condicGes alcalinas.
Quando a solugdo de daptomicina foi preparada em base mais concentrada (NaOH 0,1 M),
logo apds o preparo, a degradacéo j& foi de 100%. Quando a daptomicina foi submetida a
condi¢cdes mais amenas de alcalinidade (NaOH 0,001 M), seu pico principal reduziu cerca de
20% também logo apos o preparo da solucdo. Neste Ultimo caso, o teor do fArmaco manteve-
se praticamente constante até o ultimo dia da analise, quando a degradacdo foi de 25%. O
mesmo ocorreu quando a daptomicina foi preparada em solucéo tamponante universal pH 8,0,
na qual a daptomicina degradou cerca de 25% ap6s 7 dias. A Unica diferenca foi que o
farmaco, neste caso, levou maior tempo para degradar. Estes resultados estdo de acordo com
dados da literatura, que mostram que a daptomicina ndo é estavel sob condi¢des alcalinas
(CHRIST et al., 2014).

Em condicdes de pH 2,0, a daptomicina também se mostrou instavel, ja que logo apos
0 preparo da solucdo, o pico do farmaco apresentou decréscimo de 20%. Degradacdo
significativa também ocorreu quando a daptomicina foi preparada em HCI 0,1 e HCI 0,01 M.
Nestes casos, as degradacdes foram cerca de 28,0 e 20,5%, respectivamente, também logo
apos o preparo. A instabilidade de daptomicina sob condi¢des acidas pode ser um obstaculo
para o desenvolvimento de formulagdes orais. Neste caso, o desenvolvimento de formulagdes
gastrorresistentes pode ser uma solugéo, se o problema da baixa absor¢do do farmaco por via
oral também for resolvido (LOPES, 2008; SWEETMAN, 2011).

Sob condi¢des oxidativas, o antimicrobiano também ndo se mostrou estavel, uma vez
que o farmaco degradou cerca de 54,0 e 70,0%, apo6s 7 dias, quando as solugdes foram

preparadas em H20> 0,3% e 3%, respectivamente. Esta instabilidade deve ser considerada
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durante o desenvolvimento de uma nova forma farmacéutica e na escolha do melhor material
de acondicionamento.

A questdo de quanto tempo o farmaco deve ser degradado é controversa, como ja foi
abordado anteriormente neste trabalho (secdo 6.3.5). A legislacdo brasileira recomenda uma
degradacéo de 10-30%, enquanto algumas outras referéncias internacionais recomendam de 5-
20% (BRASIL, 2012; BLESSY, 2013). Neste contexo, as Figuras 35-41 apresentam alguns
cromatogramas obtidos no estudo de degradacdo forcada, sendo que em todos eles a
degradacéo da daptomicina foi inferior a 30%.

E possivel observar que ndo ha produtos de degradagdo na maioria dos
cromatogramas, embora a &rea do pico principal da daptomicina ja tenha indicado degradacgéo
no intervalo aproximado de 5 a 30%, faixa que engloba a literatura internacional e a
legislacdo brasileira para este quesito (BRASIL, 2012; BLESSY, 2013). A auséncia de
produtos de degradacdo pode ser explicada por varios fatores, os quais foram expostos
anteriormente neste trabalho, na secdo 6.3.5 (discussdao do desenvolvimento do método de
CLAE indicativa de estabilidade).

No entanto, neste caso, a falta de balanco de massas ndo pode ser atribuida a um
produto de degradacdo de eluigdo tardia que se liga a coluna analitica, uma vez que o tempo
de corrida executado nas analises de CLAE foi de 15 minutos, o que desfaz esta hipotese.

A explicacdo pode ser a auséncia de um cromdforo adequado nos produtos de
degradacdo. Neste caso, outro modo de deteccdo pode ser utilizado, tal como a espectrometria
de massas, a fim de detectar e identificar estes produtos de degradacdo. Esta € uma questao
interessante que pode ser desenvolvida futuramente.

Alguns produtos de degradacdo da daptomicina ja foram identificados, quando obtidos
em condicBes alcalinas, em uma faixa de pH entre 3 e 8 e também na presenca de
gliceraldeido em solucdes acidas. Estes produtos foram descritos anteriormente neste
trabalho, na se¢éo 3.2.10.

Também ¢é importante notar que picos adicionais apareceram em alguns
cromatogramas, em 2,2; 2,8 e 3,8 minutos. Ndo se tratam de produtos de degradacdo, mas
provavelmente impurezas presentes na composicao da daptomicina SQR, uma vez que estes

picos também apareceram em cromatogramas da daptomicina SQR antes da degradacéo.



231 Estudo de Estabilidade

8.5.2. Estudos de estabilidade acelerado e de longa duracéo

A proposta dos estudos de estabilidade acelerado e de longa duracéo foi a busca por
evidéncias de como o teor de daptomicina na amostra de pd liofilizado varia com o tempo,
sob uma variedade de fatores ambientais pré-definidos pela RE n° 1 de 2005 (BRASIL, 2005).

Nas Figuras 42 e 43 ¢é possivel observar o comportamento do teor da daptomicina na
amostra de pé liofilizado, quando exposta as condicGes aceleradas e de longa duragdo,
respectivamente. Estas figuras também fazem uma correlacao entre os trés métodos utilizados
para analise da amostra, sendo eles o método turbidimétrico, CLAE e UV.

Analisando-se os perfis de decaimento dos teores da daptomicina, nas Figuras 42 e 43,
observa-se que o teor se manteve praticamente constante, tanto para o estudo de estabilidade
acelerado gquanto para o de longa duracdo. Alguns teores, em ambos 0S casos, apresentaram
aumento em relacdo ao tempo zero. Assim, para verificar se tais diferencas foram
significativas estatisticamente, analise de variancia (ANOVA) foi realizada para comparar 0s
valores obtidos pelos trés métodos, durante todo o periodo de ambos os estudos de
estabilidade.

Os resultados da ANOVA para o estudo de estabilidade acelerado estdo apresentados
na Tabela 58. Nota-se que o valor de F calculado (0,437) foi menor que o valor de F tabelado
(5,14). Desta maneira, conclui-se que durante os 6 meses de andlise, 0s teores se mostraram
estatisticamente iguais, a um nivel de significancia de 5%. Ou seja, ndo houve degradacdo da
daptomicina.

A Tabela 60 mostra apresenta os resultados da ANOVA para o estudo de estabilidade
de longa duracdo. O valor de F calculado (1,41) também se mostrou menor que o de F
tabelado (3,68), o que significa que os teores de daptomicina permaneceram estatisticamente
equivalentes durante 24 meses de analise, a um nivel de significancia de 5%. Desta forma,
também ndo houve degradacdo da daptomicina neste caso.

Também foi observado que em alguns casos, no mesmo periodo, houve diferenca entre
os teores obtidos pelos trés métodos utilizados. No entanto, para avaliar se estas diferencas
eram significativas, foi calculado o DPR entre os teores em todos 0s casos, e 0s resultados
estdo descritos nas Tabelas 57 e 59. Os valores de DPR foram abaixo de 5,0%, o que mostra
que a diferenca entre eles ndo é significativa, ja que a precisdo de um método analitico pode
variar até 5,0% conforme a legislacdo brasileira (BRASIL, 2003).
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Quanto as caracteristicas organolépticas, os p6s permaneceram inalterados apos 0s
estudos de estabilidade, permanecendo com coloragdo amarela-clara e mesmo aspecto.

O objetivo inicial foi avaliar também a ordem das reacGes, em ambos os estudos de
estabilidade. No entanto, como a daptomicina ndo apresentou degradacdo estatisticamente
significativa, logicamente este estudo nédo foi realizado. Netz e Ortega (2002) afirmam que
quando a degradacdo de um farmaco é muito baixa, torna-se dificil verificar a ordem da

reacao, uma vez que todas se comportam como lineares no método dos gréaficos.
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9. ESTUDO MICROBIOLOGICO DA DAPTOMICINA

Segundo o Relatdrio Global de Vigilancia em Resisténcia Antimicrobiana, publicado
pela OMS em 2014, a resisténcia aos antimicrobianos ndo é mais uma previséo para o futuro,
ja que esta acontecendo neste momento, em todo o mundo, e colocando em risco a capacidade
dos sistemas de salde de tratar infeccGes comuns adquiridas na comunidade e hospitais. Este
relatorio ainda ressalta que o mundo esta caminhando para uma era “pds-antibidtico”, em que
infeccdes comuns e ferimentos leves, que tém sido por décadas problemas trataveis, podem
voltar a ser letais. Por isso, uma acdo mundial coordenada voltada ao combate deste problema
é indispensavel (WHO, 2014).

Quando bactérias se tornam resistentes a medicamentos de primeira linha, terapias
mais dispendiosas sdo necessarias. Ao mesmo tempo, a maior duracdo da doenca e também
do tratamento, que é realizado muitas vezes em hospitais, aumentam os custos dos cuidados
em salide, bem como o fardo econdmico sobre a sociedade (WHO, 2014).

Cada vez mais, as bactérias apresentam novos mecanismos de resisténcia, que se
espalham rapidamente por todos os continentes (WHO, 2014). Assim, o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos, com a capacidade de contornar estes mecanismos, representa
importante avango para a ciéncia e préatica clinica. Por outro lado, poucos novos agentes
antimicrobianos vém sendo aprovados para uso clinico nos dltimos anos (WRIGHT, 2011).

Neste contexto, a daptomicina se destaca, por apresentar mecanismo de acdo distinto
de todos os outros antimicrobianos disponiveis no mercado (GUIMARAES; MOMESSO;
PUPO, 2010). Este antimicrobiano vem sendo considerado uma importante ferramenta no
combate a infeccBes causadas por bactérias Gram-positivas consideradas desafios para a
medicina, tais como MRSA, VRE e VRSA. Relatos de resisténcia a daptomicina sao raros,
consequentemente, este farmaco € considerado muito importante para a prética clinica, sendo
prescrito em mais de 40 paises (SWEETMAN, 2011; MERCK, 2016a).

Apesar do fato de que a daptomicina vem apresentando sucesso no tratamento de
infeccOes causadas por bactérias Gram-positivas resistentes, existem alguns relatos na
literatura de resisténcia a este antimicrobiano, como foi descrito previamente, na revisao
bibliogréafica (item 3.2.4). Por tal motivo, um dos objetivos desta etapa do trabalho foi realizar
um teste de sensibilidade a antibidticos (TSA) por meio de microdiluicdo em caldo para
avaliar a sensibilidade de algumas bactérias Gram-positivas, tais como Staphylococcus

aureus, MRSA, Streptococcus pneumoniae e VRE, em relagdo a daptomicina. Este estudo foi
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realizado durante estagio sanduiche na University of South Australia (UniSA), sob superviséo
do Prof. Dr. Sanjay Garg.

Vale ressaltar que a daptomicina ainda ndo € aprovada para o tratamento de infec¢bes
causadas por Streptococcus pneumoniae. No entanto, a justificativa para a escolha desta
bactéria para o estudo é o fato de alguns trabalhos demonstrarem a capacidade de penetracéo
da daptomicina em meninges inflamadas e sua pronunciada eficicia contra pneumococos
resistentes a penicilina e a quinolonas, o que qualifica este antimicrobiano como potencial
candidato para o tratamento de meningite pneumocécica (COTTAGNOUD et al., 2004).

Com tudo isso, 0 uso de terapias associadas, ou seja, a combinagdo de dois ou mais
agentes antimicrobianos para o tratamento de uma determinada infeccdo, € uma alternativa
que pode ser adotada na tentativa de contornar o problema da resisténcia bacteriana
(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Este tipo de terapia é muito utilizado na prética
clinica, tanto para aumentar o espectro de atividade quanto para reduzir o desenvolvimento de
resisténcia. Assim, considerando a importancia do estudo de novas combinagdes para o
tratamento de infeccBes causadas por bactérias resistentes, outro objetivo deste trabalho foi
realizar testes preliminares para avaliar a sinergia entre a daptomicina e novos agentes
antimicrobianos, os quais estdo em estudo pelo grupo de pesquisa em que este trabalho foi
realizado, na UniSA, contra seis cepas de MRSA, através do método de Checkerboard.

Métodos de Checkerboard avaliam o efeito da combinacdo de antimicrobianos em
diferentes concentracdes. Basicamente, € um método de microdiluicdo em caldo semelhante
ao utilizado para as determinacdes de CIM (HINDLER, 2010). No entanto, existe um outro
método também utilizado para avaliar a sinergia entre compostos, que é o Time-Kill. Este
método avalia 0 tempo em que a substancia-teste leva para matar as células microbianas.
Uma das vantagens deste método em relacdo ao Checkerboard € que ele fornece a dindmica
da acdo da substancia-teste e sua interacdo com o tempo (MITCHELL et al., 2012). Assim,
também foi realizado um ensaio de Time-Kill para avaliar a sinergia entre a daptomcina e um

dos novos agentes antimicrobianos, em relacdo a cepa padrdo S. aureus ATCC 25923.
9.1. Material
9.1.1. Teste de sensibilidade a daptomicina

Daptomicina em po liofilizado para preparacdes injetaveis, descrita no item 4.3, foi

utilizada para os ensaios.
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Também foram utilizados os seguintes materiais: caldo Mueller-Hinton cétion

ajustado (CAMHB) (Difco, Franklin Lakes, EUA), agar sangue (Oxoid, Rampshire, Reino

Unido), cloreto de célcio (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) e ampicilina sodica (Sigma-

Aldrich, Saint Louis, EUA). Todas as solucGes foram preparadas a partir de agua

ultrapurificada obtida através de equipamento Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, EUA).

As cepas testadas, obtidas em hospitais australianos, europeus e asiaticos, e também da

colecdo da UniSA, foram as seguintes:

S. aureus: JL, ATCC 49775, ATCC 29213, T6-47, T6-133, ATCC 25923, T7-A6,
WT, 308, ATCC 63580, ATCC 29312, B313 e DW. S. aureus ATCC 29213 foi
utilizado como micro-organismo controle.

S. aureus resistente a meticilina (MRSA): MRSA 8365, MRSA 4300, MRSA
(classic), MRSA 4330, MRSA Box 2 G3, MRSA (VSA 300), MRSA 580, MRSA
610, MRSA 372, MRSA WA 1 (ST1), MRSA WA 2 (ST78), MRSA WA 3 (ST5),
MRSA WA 84 (ST45), MRSA QLD PVL+ (ST93), MRSA AUS 2 (ST), MRSA AUS
3 (ST), MRSA BENGAL BAY PVL+ (ST772), EMRSA IRISH 1 (ST8), EMRSA
IRISH 2 (ST), EMRSA UK 15 (ST22), EMRSA UK 15 PVL+ HA (ST22), EMRSA
UK 16 (ST36), EMRSA UK 17 (ST247), cMRSA TAIWAN PVL+ (ST59), MRSA
NY JAPAN (ST5), MRSA WSPP (ST30), MRSA USA 300 (ST8) e MRSA-V ST 398
(ST398). S. aureus ATCC 29213 foi usado como micro-organismo controle.
Enterococos resistentes a vancomicina (VRE): VRE G9W, VRE 70W, VRE 78W,
VRE 45FR, VRE 49FR, VRE 53FR, VRE 55FR, VRE 57FR, VRE 58FR, VRE 58FR,
VRE 61FR, VRE 62FR, VRE 284G, VRE 290G, VRE 60FR, VRE 251G, VRE 252G,
VRE 257G, VRE 270G e VRE 277G. E. faecalis ATCC 29212 foi usado como micro-
organismo controle.

S. pneumoniae: ATCC 6303, P21, WCH184, WCH77, L8016, TIGR4, WCH43,
WCH89, WCH16, D39, WCH57, WCH 158, P9, WCH 86, WCH 137, WCH 46,
WCH 211, WU 2, A66.1 e WCH92. S. pneumoniae ATCC 6303 fou usado como

micro-organismo controle.

Os ensaios foram realizados em placas de microdiluicdo com 96 pogos (Greiner Bio-

One, Alemanha). Os in6culos foram padronizados em espectrofotometro Jenway 6305 (Stone,

Reino Unido). Os resultados foram analisados em equipamento leitor de microplacas
Multiskan Ascent (Agilent, Santa Clara, CA, EUA), modelo 354.
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A incubagdo das placas foi realizada em incubadora Scientific Equipment
Manufacturers (Adelaide, Australia), modelo SEM. Para as cepas de S. pneumoniae, a
incubacéo foi realizada em estufa de CO. Sanyo Electric Co (Osaka, Japéo), modelo MCO-
17A1.

Os seguintes materiais também foram utilizados: balanca analitica e micropipetador

multicanal digital com 8 canais.
9.1.2. Ensaios preliminares de sinergia
9.1.2.1. Checkerboard

Daptomicina em pd liofilizado para preparacGes injetaveis, descrita no item 4.3, foi
utilizada para os ensaios.

Também foram utilizadas as seguintes substancias: caldo Mueller-Hinton céation
ajustado (CAMHB) (Difco, Franklin Lakes, EUA), agar sangue (Oxoid, Rampshire, Reino
Unido), cloreto de célcio (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA) e ampicilina sodica (Sigma-
Aldrich, Saint Louis, EUA). As solucBes de daptomicina e ampicilina sdédica foram
preparadas a partir de agua ultrapurificada obtida atraves de equipamento Milli-Q Plus
(Millipore, Billerica, EUA). Algumas solucdes foram preparadas com dimetilsulfoxido
(DMSO) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA).

Trés farmacos sintetizados pelo grupo de pesquisa do Prof. Sanjay Garg na UniSA,
foram utilizados para os ensaios de sinergia com a daptomicina: LP9666, NCL 195 e NCL
219.

Apenas 0s codigos destas substancias foram fornecidos, pois estes produtos estdo sob
Protecdo da Propriedade Intelectual.

As seguintes cepas de MRSA (obtidas em hospitais australianos) foram utilizadas nos
ensaios: MRSA 8365, MRSA 4300, MRSA (classic), MRSA (VSA 300), MRSA 580 e
MRSA 610.

Os ensaios foram realizados em placas de microdiluicdo com 96 pocos (Greiner Bio-
One, Frickenhausen, Alemanha). Os indculos foram padronizados em espectrofotdmetro
Jenway 6305 (Stone, Reino Unido). Os resultados foram analisados em equipamento leitor de
microplacas Multiskan Ascent (Agilent, Santa Clara, EUA), modelo 354.

A incubagdo das placas foi realizada em incubadora Scientific Equipment
Manufacturers (Adelaide, Australia), modelo SEM.
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9.1.2.2. Time-Kill

Daptomicina em po liofilizado para preparacOes injetaveis, descrita no item 4.3, foi
utilizada para os ensaios.

Um dos farmacos sintetizados pelo grupo de pesquisa do Prof. Sanjay Garg na UniSA
também foi empregado, o LP9666 (UniSA, Adelaide, Australia). Apenas o cddigo desta
substancia foi fornecido, pois encontra-se sob Protecdo da Propriedade Intelectual.

A cepa testada nos ensaios foi 0 S. aureus ATCC 25923.

Também foram utilizadas as seguintes substancias: caldo Mueller-Hinton (Difco,
Franklin Lakes, EUA), &gar Mueller-Hinton (Difco, Franklin Lakes, EUA) e cloreto de célcio
(Synth, Diadema, Brasil). As solucbes de daptomicina e LP9666 foram preparadas a partir de
agua ultrapurificada obtida através de equipamento Milli-Q Plus (Millipore, Billerica, EUA).
As solucdes de LP9666 também foram preparadas com adicdo de dimetilsulfoxido (DMSO)
(Impex, Varginha, Brasil).

Antes da realizagdo do ensaio de Time-Kill, foi realizado um ensaio de Cherckerboard
para verificar os valores de CIM para cada um dos farmacos utilizados individualmente e
também em conjunto, para a definicdo das concentracdes de trabalho a serem utilizadas no
ensaio de Time-Kill. Para isso, foram utilizadas placas de microdiluigdo com 96 pogos (Kasvi,
Curitiba, Brasil). Os resultados deste ensaio foram avaliados ap6s a revelacdo com solucao de
resazurina na concentracdo de 100 pg/mL (Sigma-Aldrich, Saint Louis, EUA).

Os in6culos foram padronizados em espectrofotémetro Pharmacia LKB-Ultraspec 11
(Milpitas, EUA). A incubacdo das placas foi realizada em incubadora Solab SL-101

(Piracicaba, Brasil).
9.2. Método
9.2.1. Teste de sensibilidade a daptomicina

O teste de sensibilidade a antibidticos (TSA) foi realizado pelo método de
microdiluicdo em caldo. Para isso, quatro bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus,
MRSA, Streptococcus pneumoniae e VRE) foram submetidas ao método de microdiluicdo em
caldo para avaliar a sensibilidade a daptomicina. No total, 79 cepas foram testadas, além dos

quatro controles.
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O método foi realizado de acordo com o recomendado pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2012). Ampicilina sddica foi utilizada como controle, assim como

cepas da American Type Culture Collection (ATCC), para cada bactéria.
9.2.1.1. Preparo das solucGes de daptomicina

Uma solugdo estoque de daptomicina em pd liofilizado foi preparada na concentracao
de 1000 pg/mL. Para isso, primeiramente foi verificado o peso médio de trés frascos-ampola
de daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras, conforme descrito
no item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool, o equivalente a 10,0 mg de daptomicina foi
analiticamente pesado e transferido para baldo volumétrico de 10 mL. O volume do baléo
volumeétrico foi completado com &gua ultrapurificada para obtencdo de solucdo estoque de
1000 pg/mL.

A partir desta solucéo estoque, outra solucdo, com o dobro da maior concentracdo do
teste, foi preparada. Considerando que a maior concentragdo do teste foi 16,0 pg/mL, esta
solucgéo foi preparada na concentracdo de 32,0 pg/mL. Para isso, 320 pL da solugédo estoque
de daptomicina foram transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. O volume do baléo foi
completado com o meio de cultura escolhido para o ensaio (caldo), resultando em solucéo na

concentragéo de 32,0 pg/mL.
9.2.1.2. Preparo das solugdes de ampicilina sédica (para controle do método)

Foi preparada uma solugdo estoque de ampicilina sédica na concentracdo de
1000 pg/mL. Para isso, foram pesados analiticamente 10,0 mg de ampicilina sddica, depois
transferidos para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua
ultrapurificada, para obtencdo de solucdo estoque com concentracao tedrica de 1000 pg/mL.

A partir desta solucdo estoque, outra solugdo, com o dobro da maior concentracdo do
teste, foi preparada. Considerando que a maior concentracdo do teste foi 16,0 pg/mL, esta
solucdo foi preparada na concentracdo de 32,0 pg/mL. O preparo desta solucdo foi realizado

conforme descrito no item 9.2.1.1 para a solucdo de daptomicina.
9.2.1.3. Preparo do ino6culo

Um dia antes do ensaio, placas de Petri contendo agar sangue foram inoculadas com as

bactérias a serem testadas, e em seguida foram incubadas durante 18 a 24 horas, a 35 °C. No
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dia do ensaio, col6nias isoladas foram removidas do &gar sangue e transferidas para solucéo
salina, formando uma suspensdo. Depois disso, esta suspensdo foi ajustada para atingir uma
turvacdo correspondente a 0,5 da escala McFarland. Este procedimento resultou em uma
suspensdo contendo aproximadamente 1,0 a 2,0 x 10® unidades formadoras de col6nia
(UFC)/mL. Para executar este passo de maneira precisa, foi utilizado um espectrofotometro.
Esta suspensdo, apds preparada e ajustada, foi diluida em solugdo salina e uma proporcéao 1:20
(v/v), resultando em suspensdo com 5,0 x 108 UFC/mL.

Em etapa posterior, 0,01 mL desta suspensdo foi adicionada aos pocos de uma
microplaca, que j& continham 0,1 mL do meio de cultura selecionado para o ensaio (caldo).
Desta forma, a concentragdo final de bactérias foi de aproximadamente 5,0 x 10° UFC/mL.

9.2.1.4. Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados para os ensaios foram escolhidos de acordo com as
necessidades nutricionais de cada bactéria, como descrito a seguir:
e Staphylococcus aureus, MRSA e VRE: CAMHB suplementado com 50 pg/mL de
célcio;
e Streptococcus pneumoniae: CAMHB com 5% de sangue de cavalo lisado e

suplementado com 50 pg/mL de célcio.
9.2.1.5. Procedimento

Para realizar o método de microdiluicdo em caldo, placas de microdiluicdo com 96
pocos foram utilizadas. Cada cepa foi testada em duplicata em relacdo a daptomicina e
também em relacdo ao controle (ampicilina sddica).

O procedimento foi realizado de acordo a Figura 44 e sera descrito a seguir.
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Figura 44- Esquema do método de microdiluigdo em caldo.
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a) Primeiramente, 100 puL do meio de cultura selecionado para 0 método (de acordo com

o0 descrito no item 9.2.1.4) foram transferidos para cada po¢o da microplaca.

b) Depois disso, aliquotas de 100 pL da solucdo de daptomicina (na concentracdo de
32 pg/mL, descrita no item 9.2.1.1) foram transferidas para os pocos de nimero 1 das linhas
A e B e também das linhas E e F, e assim foi realizada uma dilui¢do seriada até os pogos de
namero 10. Para isso, aliquotas de 100 pL do primeiro po¢o foram transferidas para o
segundo e assim por diante, até o ltimo poco, o qual teve uma aliquota de 100 pL descartada
no final. Assim, todos os pogos continham 100 pL no final do processo. No final, as
concentracdes de trabalho de daptomicina foram de 16,0; 8,0; 4,0; 2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125;
0,0625 e
0,03125 pg/mL, nos pogos de 1 a 10, respectivamente.

c) O mesmo procedimento foi realizado para a ampicilina sédica, nas linhas C e D e
também nas linhas G e H.

d) Posteriormente, ap6s a padronizacdo do indculo, aliquotas de 10 uL da suspensédo de
micro-organismo foram adicionadas em cada poco da placa de microdiluicdo. Como
apresentado na Figura 44, as quatro primeiras linhas foram adicionadas com a suspenséo de
um determinado micro-organismo e as quatro Ultimas linhas com outro micro-organismo.

Assim, duas cepas diferentes foram testadas em cada placa de microdiluicao.
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e) As duas ultimas colunas da placa de microdiluicdo (colunas 11 e 12) foram usadas
para o controle de qualidade do método. Nos pogos da coluna 11, foram adicionados apenas
daptomicina e meio de cultura (sem bactéria); ampicilina sédica e meio de cultura (também
sem bactéria) e meio de cultura e bactéria (sem os farmacos). Na coluna 12 foi adicionado

apenas meio de cultura.

f) As placas de microdiluicdo foram incubadas dentro de 15 minutos ap6s a adicdo do
indculo. As condicOes de incubacdo estdo descritas a seguir:

e Staphylococcus aureus e MRSA: a 35 = 2 °C (em estufa convencional) por 20 horas;

e Streptococcus pneumoniae: a 35 £ 2 °C (em estufa de CO») por 24 horas;

e VRE: a 352 °C (em estufa convencional) por 24 horas.

g) Por altimo, ap6s o periodo de incubacédo, a concentracdo inibitdria minima (CIM) foi

verificada com o auxilio de leitor de microplacas.
9.2.2. Ensaios preliminares de sinergia
9.2.2.1. Checkerboard

Ensaios preliminares de sinergia entre a daptomicina e trés novos agentes
antimicrobianos (LP9666, NCL 195 e NCL 219) foram realizados através do método de
Checkerboard descrito por Pillai, Moellering e Eliopoulos (2005), o qual foi adaptado para

este trabalho.
9.2.2.1.1. Preparo das solucdes de daptomicina

Solucdo estoque de daptomicina em po liofilizado, na concentracdo de 1000 pg/mL,
foi preparada conforme o descrito no item 9.2.1.1. A partir desta solucdo estoque, outra
solucdo, com o dobro da maior concentracdo do teste, foi preparada, usando CAMHB
(suplementado com 50 ug/mL de calcio) como solvente. Considerando que a maior
concentragdo do teste foi 2,0 pg/mL (que representa quatro vezes a CIM obtida
experimentalmente para as cepas de MRSA a serem testadas), esta solucdo foi preparada na
concentracdo de 4,0 pg/mL. Para isso, 40 pL da solucdo estoque de daptomicina foram
transferidos para baldo volumétrico de 10 mL. O volume do baldo foi completado com o
CAMHB suplementado com célcio, resultando em solugédo na concentracdo de 4,0 pg/mL.
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9.2.2.1.2. Preparo das solugdes de LP9666, NCL 195 e NCL 219

LP9666, NCL 195 e NCL 219 ndo sdo livremente solUveis em &gua. Neste caso,
primeiramente, uma solucdo 200 vezes mais concentrada que a maior concentragdo a ser
testada de cada agente antimicrobiano foi preparada, utilizando DMSO como solvente. As
concentragcdes mais elevadas testadas foram de 16,0; 8,0 e 8,0 pg/mL para LP9666, NCL 195
e NCL 219, respectivamente. Estas concentracdes representam quatro vezes os valores de
CIM obtidos experimentalmente para as cepas de MRSA a serem testadas. Assim, solucao
estoque na concentracdo de 3200 pg/mL foi preparada para LP9666 e solugdes estoques na
concentracéo de 1600 pg/mL foram preparadas para NCL 195 e NCL 219.

Depois disso, dilui¢Oes seriadas (de duas vezes) das solugdes estoque foram realizadas
em DMSO. Para isso, volumes de 100 pL. de DMSO foram adicionados em 8 pocos de uma
placa de microdiluicdo. Depois disso, 100 pL da solucdo estoque (preparada em concentracdo
200 vezes maior que a maior concentracdo a ser testada) foi adicionada apenas no primeiro
poco. Posteriormente, diluicGes seriadas foram realizadas até o oitavo poco, através da
transferéncia de 100 uL do primeiro poco para o segundo, e assim por diante, para a obtencéo
de solucgdes 100 vezes mais concentradas que as solucdes a serem testadas.

Para determinadas etapas do experimento, foi necessario preparar uma solugdo estoque
contendo LP9666 e NCL 195. Assim, foi preparada uma solugdo contendo 3200 pg/mL de
LP9666 e 1600 pg/mL de NCL 195. Depois disso, dilui¢cdes seriadas foram realizadas da
mesma forma descrita anteriormente.

Em um préximo passo, que sera descrito posteriormente, estas solucdes foram diluidas
cem vezes para a obtencdo de solugGes com as concentracGes de trabalho selecionadas para o
método.

9.2.2.1.3. Preparo do in6culo

O preparo do in6culo foi realizado de acordo com o descrito no item 9.2.1.3, durante o

teste de sensibilidade & daptomicina.
9.2.2.1.4. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o CAMHB suplementado com 50 pg/mL de célcio.
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9.2.2.1.5. Procedimento
9.2.2.1.5.1. Combinagdes entre os agentes antimicrobianos

Os ensaios preliminares de sinergia foram realizados através do método de
Checkerboard descrito por Pillai, Moellering e Eliopoulos (2005), o qual foi adaptado para
este trabalho. Para isso, 0 método de microdiluicdo em caldo foi empregado para comparar 0s
valores de CIM obtidos quando a daptomicina e testada individualmente frente selecionadas
cepas de MRSA, com os valores de CIM encontrados quando a daptomicina é combinada com
outros agentes antimicrobianos, usando uma placa de microdiluicdo de 96 pocos.

Na primeira etapa do experimento, combinagdes simples entre a daptomicina e cada
agente antimicrobiano mencionado anteriormente foram realizadas. A Tabela 61 apresenta as
combinac0es realizadas. Além disso, os valores de CIM da daptomicina, NCL 195 e NCL 219
também foram verificados em relacdo as cepas de MRSA, guando utilizados individualmente.

Os experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 61- Combinacbes entre daptomicina e LP9666, NCL 195 e NCL 219, realizadas

durante a primeira etapa dos estudos preliminares de sinergia

DPT! + LP9666 DPT + NCL 195 DPT + NCL 219
DPT LP9666 DPT NCL 195 DPT NCL 219
(hg/mL) (ng/mL) (ng/mL)  (ug/mL)  (ng/mL) (hg/mL)
1 2,0 16,0 2,0 8,0 2,0 8,0
2 1,0 8,0 1,0 4,0 1,0 4,0
3 05 4,0 0,5 2,0 05 2,0
4 0,25 2,0 0,25 1,0 0,25 1,0
5 0,125 1,0 0,125 05 0,125 05
6 00625 05 0,0625 0,25 0,0625 0,25
7 00312 0,25 0,0312 0,125 0,0312 0,125
8 00156 0,125 0,0156 0,0625 0,0156 0,0625

! DPT: daptomicina

Na segunda etapa do experimento, sinergia entre a daptomicina, LP9666 e NCL 195
foi verificada. A Tabela 62 mostra as combinacdes realizadas neste caso. Além disso, 0s
sequintes valores de CIM tambeém foram verificados: daptomicina, LP9666 e NCL 195,
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empregados individualmente; daptomicina + LP9666; daptomicina + NCL 195; e LP9666 +
NCL 195. As concentracOes testadas de cada um deles estdo descritas na Tabela 61. Os

experimentos foram realizados em triplicata.

Tabela 62- CombinacGes entre daptomicina, LP9666 e NCL 195, realizadas durante a
segunda etapa dos estudos preliminares de sinergia

DPT! + LP9666 + NCL 195

DPT LP9666 NCL 195
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL)

1 2,0 16,0 8,0

2 1,0 8,0 4,0

3 0,5 4,0 2,0

4 0,25 2,0 1,0

5 0,125 1,0 0,5

6 0,0625 0,5 0,25

7 0,0312 0,25 0,125

8 0,0156 0,125 0,0625

'DPT: daptomicina
9.2.2.1.5.2. Procedimento geral

Para cada cepa testada, o seguinte procedimento foi realizado:

a) Primeiramente, 100 pL de caldo CAMHB (suplementado com calcio) foram
adicionados em cada poco da microplaca. Depois disso, 100 uL da solucdo de daptomicina
(4,0 pg/mL) foram transferidos para o primeiro poco, e em seguida uma diluicdo seriada foi
realizada. Para isso, uma aliquota de 100 pL foi transferida do primeiro para o segundo poco,
e este procedimento foi repetido em sequéncia até a Ultima concentracdo desejada (a menor a
ser testada, ou seja, 0,0156 pg/mL). Uma aliquota de 100 uL foi descartada deste Gltimo
poco, para que todos eles contivessem um volume total de 100 pL.

b) 1,0 uL de cada poco foi descartado, a fim de obter um volume total de 99 pL em
cada um deles.

c) Depois disso, aliquotas de 1,0 pL das solucbes de LP9666, NCL 195 ou NCL 219

foram adicionadas nos pocos pré-definidos (ou uma aliquota de 1,0 pL de solucdo de LP9666
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+ NCL 195, quando o objetivo foi testar a sinergia entre os trés antimicrobianos ao mesmo
tempo).

d) Posteriormente, dentro de 15 minutos apés o indculo ter sido padronizado, 10 uL da
suspensdo foram distribuidos em cada poc¢o da placa de microdiluicdo.

e) As placas de microdilui¢do foram incubadas a 35 + 2 °C, em estufa convencional,
por 16 a 20 horas.

f) Apés o periodo de incubacdo, a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi

verificada com o auxilio de um leitor de microplacas.
9.2.2.1.6. Avaliacéo da interagéo entre os antimibrobianos testados

Com o objetivo de avaliar a interagdo entre os trés antimicrobianos, foi calculado o
indice de concentracdo inibitoria fracionada (ICIF), de acordo com as Equacbes 22 e 23
(PILLAI; MOELLERING; ELIOPOULOS, 2005).

CIMDPT na combinagio CIMLP9666 (ou NCL)na combinagio
ICIFCD =

M ) Equagéo 22

CIMLP9666 (ou NCL)

CIMDPT na combinagéo) (CIMLP9666 na combinagio)

ICIF . = (
r CIMppr CIM; poese

Equacéo 23

(CIMNCL195 na combinagﬁo)
CIMNCL195

Nas quais:

ICIFco = indice de concentracdo inibitoria fracionada (para combinacdo entre dois

agentes antimicrobianos)

ICIFcT = indice de concentragdo inibitoria fracionada (para combinacdo entre trés

agentes antimicrobianos)

CIMppT na combinacio = concentracdo inibitéria minima da daptomicina ap6s a
combinacéo

CIMoppt = concentracéo inibitoria minima da daptomicina antes da combinagéo

CIM_pgess (ou NCL) na combinagao = concentracdo inibitoria minima do LP9666 (ou NCL 195

ou NCL 219) ap6s a combinacéo

CIMLpgsss (ou NcL) = concentracdo inibitoria minima do LP9666 (ou NCL 195 ou NCL

219) antes da combinagéo

CIM_pg666 na combinacio = concentracao inibitéria minima do LP9666 ap6s a combinacéao
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ClIM_pgses = concentracdo inibitéria minima do LP9666 antes da combinagao
CIMNcL195 na combinagio = concentracao inibitéria minima do NCL195 ap6s a combinagéo

CIMncL19s = concentragdo inibitoria minima do NCL195 antes da combinagao

Apos o calculo do ICIF, a interacdo entre os antimicrobianos foi avaliada segundo
classificacdo descrita por Lee, Jang e Cha (2012) e Kumar, Siji e Nambisan (2012), de acordo
com Tabela 63.

Tabela 63- Classificacdo da interacdo entre antmibrobianos

Interacéo ICIF?

Sinergismo <0,5
Adicéo 0,5<ICIF<1,0
Indiferenca 1,0 <ICIF<2,0

Antagonismo >2,0

LICIF: indice de concentragdo inibitéria fracionada
9.2.2.2. Time-Kill
9.2.2.2.1. Definicdo das concentracgdes de trabalho

Para a definicdo das concentracOes de trabalho a serem testadas no ensaio de Time-
Kill, primeiramente foi realizado um Checkerboard, assim como descrito no item 9.2.2.1
(Tabela 61). Assim, os valores de CIM para a daptomicina e LP9666 foram verificados antes
e depois da combinacdo. As concentracdes utilizadas no ensaio de Time-Kill foram duas vezes
os valores de CIM encontrados para cada antimicrobiano ap6s a combinagdo. Ampicilina foi
usada como controle.

Com o objetivo de avaliar a interacdo entre os dois antimicrobianos, foi calculado o
indice de concentracdo inibitoria fracionada (ICIF), de acordo com a Equacdo 22 (PILLAI,
MOELLERING; ELIOPOULOQOS, 2005).

As Unicas diferencas para 0 método descrito no item 9.2.2.1 séo:

e O meio de cultura utilizado foi o caldo Mueller-Hinton suplementado com 50

pg/mL com calcio (e ndo CAMHB).

e As leituras foram realizadas apés revelagcdo com solucédo de resazurina 100 pg/mL e

ndo em leitor de microplacas. Para isso, ap6s 0 tempo de incubacdo, foram

adicionados 30 pL de solugédo de resazurina (100 pg/mL) em cada pogo da
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microplaca. Depois disso, a microplaca foi levada novamente em estufa
convencional, a 35 + 2 °C, por 2 horas. Depois deste periodo, a leitura foi realizada.
Foi considerado que pocos com coloracdo rosa representavam presenca de
crescimento microbiano e aqueles com coloracdo azul representavam auséncia de
crescimento (PALOMINO et al., 2002).

9.2.2.2.2. Preparo da solucédo de daptomicina

Uma solucdo estoque de daptomicina em po liofilizado foi preparada na concentracao
de 100 pg/mL. Para isso, primeiramente foi verificado o peso médio de trés frascos-ampola de
daptomicina (descritos no item 4.3) e preparado um pool de amostras, conforme descrito no
item 5.3.2.1.3.1. A partir deste pool, o equivalente a 2,0 mg de daptomicina foi analiticamente
pesado e transferido para baldo volumétrico de 20 mL. O volume do baldo volumétrico foi
completado com caldo Mueller-Hinton (suplementado com célcio) para obtencdo de solugédo
estoque de 100 pg/mL.

A partir desta solucdo estoque, outra solu¢do, com 1,25 pg/mL, foi preparada. Para
isso, 62,5 UL da da solucdo estoque de daptomicina foram transferidos para baldo volumétrico
de 5 mL. O volume do baldo foi completado com caldo Mueller-Hinton (suplementado com

calcio), resultando em solugdo na concentragdo de 1,25 pg/mL.
9.2.2.2.3. Preparo da solugéo de LP9666

Uma solucéo estoque de LP9666 foi preparada na concentragdo de 100 pg/mL. Para
isso, 2,0 mg de LP9666 foram analiticamente pesados e transferidos para baldo volumétrico
de 20 mL. Depois disso, 2 mL de DMSO foram transferidos ao fA&rmaco pesado para auxiliar
na sua solubilizacdo. Em seguida, o volume do baldo volumétrico foi completado com caldo
Mueller-Hinton para obtencéo de solugéo estoque de 100 pg/mL.

A partir desta solucdo estoque, outra solu¢do, com 1,25 pg/mL, foi preparada. Para
isso, 62,5 UL da da solucdo estoque de LP9666 foram transferidos para baldo volumétrico de
5 mL. O volume do baldo foi completado com caldo Mueller-Hinton, resultando em solugéo

na concentragdo de 1,25 pg/mL.
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9.2.2.2.4. Preparo da solucédo de daptomicina + LP9666

Solucdes estoque de daptomicina e LP9666, na concentracdo de 100 pg/mL, foram
preparadas individualmente, como descrito nos itens anteriores. Depois disso, 62,5 pL da
solucdo estoque de daptomicina e 62,5 pL da solucdo estoque de LP9666 foram transferidos
analiticamente para baldo volumétrico de 5 mL. O volume do bal&o foi completado com caldo
Mueller-Hinton (suplementado com célcio). Isto resultou em uma solugdo contendo
1,25 pg/mL de daptomicina e 1,25 pg/mL de LP9666.

9.2.2.2.5. Preparo do in6culo

Um dia antes do ensaio, 3 mL de caldo Mueller-Hinton foram inoculados com S.
aureus ATCC 25923. Em seguida, o inéculo foi incubado durante 24 horas, a 35 °C. No dia
do ensaio, esta suspensdo foi ajustada para atingir turvacdo correspondente a 0,5 da escala
McFarland. Este procedimento resultou em uma suspensao contendo aproximadamente 1,0 a
2,0 x 108 unidades formadoras de colonia (UFC)/mL. Para executar este passo de maneira
precisa, foi utilizado espectrofotdmetro.

9.2.2.2.6. Meio de cultura

O meio de cultura utilizado foi o caldo Mueller-Hinton suplementado com 50 pg/mL

de célcio.
9.2.2.2.7. Procedimento

Este ensaio foi realizado através de modificagdes no método descrito na norma M26-A
do National Commitee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 1999), de acordo com
trabalho publicado por Rozatto (2012). As concentracdes utilizadas no ensaio de Time-Kill
foram duas vezes os valores de CIM encontrados para cada antimicrobiano apds a
combinacgdo, determinados em etapa anterior deste trabalho, através de metodo de
Checkerboard adaptado de Pillai, Moellering e Eliopoulos (2005) (descrito no item 9.2.2.2.1).
Além do ensaio realizado com a daptomicina + LP9666, outros trés ensaios também foram
feitos: um controle de crescimento, um ensaio com a daptomicina e outro com o LP9666,
individualmente (nas mesmas concentragdes usadas no ensaio de sinergia). A Figura 45

apresenta uma ilustracao da técnica seguida, a qual sera descrita com detalhes em seguida.
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Figura 45- Esquema do método de Time-Kill.
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9.2.2.2.7.1. Preparo dos ensaios

Os ensaios foram realizados conforme o descrito a seguir:

a) Ensaio de sinergia (daptomicina + LP9666): em tubo de ensaio contendo 4 mL
de caldo Mueller-Hinton (suplementado com célcio), foram adicionados 0,5 mL da
solugédo de daptomicina + LP9666 (na concentracdo de 1,25 pug/mL) e 0,5 mL do
indculo padronizado (como descrito no item 9.2.2.2.5). Assim, a concentragdo de

cada antimicrobiano no tubo foi de 0,125 pug/mL, a qual representa duas vezes 0s
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b)

d)

valores de CIM de cada um deles ap6s a combinagdo (determinados como descrito
no item 9.2.2.2.1).

Ensaio da daptomicina: em tubo de ensaio contendo 4 mL de caldo Mueller-
Hinton (suplementado com calcio), foram adicionados 0,5 mL da solucdo de
daptomicina (na concentracdo de 1,25 pg/mL) e 0,5 mL do in6culo padronizado
(como descrito no item 9.2.2.2.5). Assim, a concentracdo de daptomicina no tubo
foi de
0,125 pg/mL, a qual representa duas vezes a CIM deste antimicrobiano apos a
combinagdo com o LP9666 (determinada como descrito no item 9.2.2.2.1).

Ensaio do LP9666: em tubo de ensaio contendo 4 mL de caldo Mueller-Hinton
(suplementado com calcio), foram adicionados 0,5 mL da solucdo de LP9666 (na
concentracdo de 1,25 pg/mL) e 0,5 mL do in6culo padronizado (como descrito no
item 9.2.2.2.5). Assim, a concentracdo de LP9666 no tubo foi de 0,125 pg/mL, a
qual representa duas vezes a CIM deste antimicrobiano ap6s a combinacdo com a
daptomicina (determinada como descrito no item 9.2.2.2.1).

Controle de crescimento: em tubo de ensaio contendo 4,5 mL de caldo Mueller-
Hinton (suplementado com célcio), foram adicionados 0,5 mL do indculo
padronizado (como descrito no item 9.2.2.2.5).

Apobs o preparo descrito anteriormente, os tubos de ensaio foram levados & estufa a
35°C+2°C.

Obs: em etapa anterior, o indculo foi padronizado de acordo com a escala 0,5 de

McFarland, resultando em uma suspensdo contendo aproximadamente 1,0 a 2,0 x 108

unidades formadoras de colonia (UFC)/mL. Ao adicionar 0,5 mL desta suspensdo nos tubos

gue representam cada ensaio, foi feita uma dilui¢do 1:10 (v/v), entdo a concentracao final de

bactérias foi de aproximadamente 1,0 a 2,0 x 10’ UFC/mL.

9.2.2.2.7.2. Plaqueamentos

Plaqueamentos foram realizados nos seguintes tempos: 0,0 h; 0,5 h; 1,0 h; 2,0 h; 4,0 h;

6,0 h; 8,0 h, 12,0 h e 24,0 h. Para isso, o seguinte procedimento foi realizado, em cada um

destes tempos e para cada um dos quatro ensaios concretizados:

a)

Aliquota de 10 pL do tubo de ensaio incubado foi transferida para tubo de
microcentrifuga contendo 990 pL de caldo Mueller-Hinton (suplementado com



251

Estudo Microbiolégico da Daptomicina

b)

d)

f)

calcio), realizando-se uma diluicdo 1:10% (v/v). O conteido do tubo foi
homogeneizado, e 10 pL foram transferidos para um proximo tubo de
microcentrifuga contendo 990 pL de caldo Mueller-Hinton (suplementado com
calcio), obtendo-se diluicdo 1:10* (v/v). Este procedimento foi realizado mais trés
vezes, para a obtencdo das dilui¢es 1:10° (v/v), 1:108 (v/v) e 1:10%° (v/v).

A partir de cada uma das cinco diluigdes preparadas (1:10% 1:10% 1:10°, 1:10% e
1:10%), um plagqueamento foi realizado. Para isso, 10 pL da diluicéo
correspondente foram transferidos para placa de Petri contendo agar Mueller-
Hinton e o espalhamento foi feito com auxilio de al¢a de Drigalski.

As placas foram incubadas por 24 horas a 35 °C + 2 °C.

Apds a incubacdo, uma das cinco placas que representam cada diluicdo foi
escolhida para ser analisada (aquela placa com menor nimero de coldnias, a qual
permitia a contagem com mais eficiéncia). Assim, o ndmero de col6nias foi
contado manualmente.

O ndmero de coldnias contado foi multiplicado pela diluicdo correspondente,
depois dividido por 10 (que representam os 10 pL que foram plaqueados) e por
altimo multiplicado por 1000, para obtencdo de UFC/mL.

Depois disso, uma curva de crescimento foi construida para cada um dos ensaios
realizados (sinergia, daptomicina, LP9666 e controle de crescimento), através da

disposicao do log de UFC/mL versus o tempo (em horas).

9.3. Resultados

9.3.1. Teste de sensibilidade a daptomicina

As Tabelas 64, 65, 66 e 67 apresentam os valores de CIM encontrados para a

daptomicina e ampicilina sédica em relacdo ao S. aureus, MRSA, S. pneumoniae e VRE,

respectivamente. Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
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Tabela 64- Valores de CIM (ug/mL) encontrados para a daptomicina e ampicilina sddica

(controle do método) quando testadas contra 13 cepas de S. aureus

Daptomicina!

Ampicilina sédica (controle)

Cepa 1 2 1 2
S. aureus JL 0,5 0,5 > 16,0 > 16,0
S. aureus ATCC 49775 0,5 0,5 0,25 0,25
S. aureus ATCC 292132 0,5 0,5 2,0 2,0
S. aureus T6-47 > 16,0 > 16,0 > 16,0 > 16,0
S. aureus T6-133 0,5 0,5 > 16,0 > 16,0
S. aureus ATCC 25923 0,5 0,5 0,125 0,125
S. aureus T7-A6 0,5 0,5 > 16,0 > 16,0
S. aureus WT 0,5 0,5 16,0 16,0
S. aureus 308 2,0 2,0 1,0 1,00
S. aureus ATCC 63580 0,25 0,5 0,125 0,125
S. aureus ATCC 29312 0,25 0,25 1,0 1,0
S. aureus B313 0,25 0,25 0,0625 0,125
S. aureus DW 0,25 0,25 > 16,0 > 16,0

1 Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
2 S, aureus ATCC 29312 foi usado como micro-organismo controle.
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Tabela 65- Valores de CIM (ug/mL) encontrados para a daptomicina e ampicilina sodica
(controle do método) quando testadas contra 26 cepas de MRSA

Daptomicina? Ampicilina sédica (controle)
Cepa 1 2 1 2
MRSA 8365 0,5 0,5 0,125 0,125
MRSA 4300 0,250 0,25 > 16,0 > 16,0
MRSA (classic) 0,5 0,5 0,125 0,125
MRSA (VSA 300) 0,250 0,25 > 16,0 > 16,0
MRSA 580 0,5 0,5 > 16,0 > 16,0
MRSA 610 0,5 0,5 > 16,0 > 16,0
MRSA 372 1,0 1,0 > 16,0 > 16,0
MRSA WA 1 (ST1) 0,5 0,5 > 16,0 > 16,0
MRSA WA 2 (ST78) 0,5 0,5 > 16,0 > 16,0
MRSA WA 3 (ST5) 0,5 0,5 > 16,0 > 16,0
MRSA WA 84 (ST45) 0,5 0,5 > 16,0 > 16,0
MRSA QLD PVL* (ST93) 0,250 0,25 > 16,0 > 16,0
MRSA AUS 2 (ST) 1,0 1,0 > 16,0 > 16,0
MRSA AUS 3 (ST) 0,5 0,5 > 16,0 > 16,0
MRSA BENGAL BAY
PVL* (ST772) 8,0 8,0 0,5 0,5
EMRSA IRISH 1 (ST8) 0,5 0,5 >16,0 > 16,0
EMRSA IRISH 2 (ST) 0,5 0,5 >16,0 > 16,0
EMRSA UK 15 (ST22) 0,5 0,5 >16,0 > 16,0
EMRSA UK 15 PVL" HA 05 05 16,0 16,0
(ST22) ’ ’
EMRSA UK 16 (ST36) 0,5 0,5 >16,0 > 16,0
EMRSA UK 17 (ST247) 0,5 0,5 >16,0 > 16,0
cMRSA TAIWAN PVL*
(ST59) 0,5 0,5 8,0 8,0
MRSA NY JAPAN (ST5) 0,5 0,5 >16,0 >16,0
MRSA WSPP (ST30) 0,5 0,5 >16,0 >16,0
MRSA USA 300 (ST8) 0,5 0,5 >16,0 >16,0
MRSA-V ST 398 (ST398) 0,5 0,5 >16,0 >16,0
S. aureus ATCC 292132 0,5 0,5 2,0 2,0

! Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
2 S. aureus ATCC 29213 foi usado como micro-organismo controle.
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Tabela 66- Valores de CIM (ug/mL) encontrados para a daptomicina e ampicilina sédica
(controle do método) quando testadas contra 20 cepas de S. pneumoniae

Daptomicina! Ampicilina sédica (controle)
Cepa 1 2 1 2
S. pneumoniae ATCC 63032 0,25 0,25 0,125 0,125
S. pneumoniae P21 0,25 0,25 0,06 0,06
S. pneumoniae WCH184 0,25 0,25 0,125 0,125
S. pneumoniae WCH77 0,5 0,5 0,5 2,0
S. pneumoniae L82016 0,25 0,25 0,06 0,06
S. pneumoniae TIGR4 0,25 0,25 0,125 0,125
S. pneumoniae WCH43 0,25 0,25 0,125 0,125
S. pneumoniae WCH89 0,5 0,5 0,125 0,125
S. pneumoniae WCH16 0,25 0,25 1,0 0,5
S. pneumoniae D39 1,0 1,0 0,125 0,125
S. pneumoniae WCH 57 0,25 0,25 0,0312 0,0312
S. pneumoniae WCH 158 0,125 0,125 0,0312 0,0312
S. pneumoniae P9 0,25 0,25 0,0312 0,0312
S. pneumoniae WCH 86 0,125 0,125 0,0312 0,0312
S. pneumoniae WCH 137 0,125 0,125 0,0312 0,0312
S. pneumoniae WCH 46 0,125 0,125 0,0312 0,0312
S. pneumoniae WCH 211 0,25 0,25 0,0312 0,0312
S. pneumoniae WU 2 0,125 0,125 0,0312 0,0312
S. pneumoniae A 66.1 0,25 0,25 0,0312 0,0312
S. pneumoniae WCH 92 0,125 0,125 0,0312 0,0312

! Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
2 S. pneumoniae ATCC 6303 foi usado como micro-organismo controle.
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Tabela 67- Valores de CIM (ug/mL) encontrados para a daptomicina e ampicilina sodica
(controle do método) quando testadas contra 20 cepas de VRE

Daptomicina! Ampicilina sédica (controle)
Cepa 1 2 1 2
VRE GOW 0,25 0,25 1,0 1,0
VRE 70 W 0,25 0,25 1,0 1,0
VRE 78 W 1,0 1,0 1,0 1,0
VRE 45 FR 2,0 2,0 2,0 2,0
VRE 49 FR 4,0 4,0 2,0 2,0
VRE 53 FR 4,0 4,0 1,0 1,0
VRE 55 FR 2,0 2,0 1,0 1,0
VRE 57 FR 4,0 4,0 1,0 1,0
VRE 58 FR 2,0 2,0 1,0 1,0
VRE 59 FR 4,0 4,0 2,0 2,0
VRE 61 FR 2,0 2,0 1,0 1,0
VRE 62 FR 4,0 4,0 2,0 2,0
VRE 284G 0,5 0,5 2,0 2,0
VRE 290G 1,0 1,0 1,0 1,0
VRE 60FR 4,0 4,0 1,0 1,0
VRE 251G 1,0 1,0 1,0 1,0
VRE 252G 0,25 0,25 0,5 0,5
VRE 257G 0,5 0,5 1,0 1,0
VRE 270G 0,125 0,125 0,125 0,125
VRE 277G 0,5 0,5 2,0 2,0
E. faezcgéllsz,?TCC 20 20 20 20

! Todos os experimentos foram realizados em duplicata.
2 Enterococcus faecalis ATCC 29212 foi usado como controle.

9.3.2. Ensaios preliminares de sinergia
9.3.2.1. Checkerboard

Na primeira etapa do experimento, combinac¢des individuais entre daptomicina +
LP9666, daptomicina + NCL 195 e daptomicina + NCL 219 foram realizadas e testadas
contra selecionadas cepas de MRSA. As Tabelas 68, 69 e 70 mostram os resultados de MIC
obtidos com estas combinacdes.

Na segunda etapa, sinergia entre daptomicina + LP9666 + NCL 195 foi avaliada. A

Tabela 71 mostra os resultados.



Tabela 68- CIM para daptomicina e LP9666 antes e depois do ensaio de sinergia

CIM para CIM para LP9666
Cepa CI-I\/?1 para daptomicina (-ug/mL) CIM para LP9666 (ug/rﬁL) apos a ICIE/ Efeito?
daptomicina (ug/mL)  apos a combinagao (Mg/mL) combinagdo com
com LP9666 daptomicina

MRSA 8365 0,5 0,5 4,0 4,0 2,00/ Indiferente
MRSA 4300 0,25 0,25 4,0 2,0 1,50/ Indiferente
MRSA (classic) 0,5 0,5 4,0 4,0 2,00/ Indiferente
MRSA (VSA 300) 0,25 0,25 4,0 2,0 1,50/ Indiferente

MRSA 580 0,5 0,25 4,0 2,0 1,00/ Aditivo

MRSA 610 0,5 0,25 4,0 2,0 1,00/ Aditivo

! Todos os resultados de CIM descritos nesta tabela foram obtidos em triplicata.
2 Valores de ICIF calculados de acordo com a Equagéo 22 e efeitos definidos de acordo com Tabela 63.

94¢
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Tabela 69- CIM para daptomicina e NCL 219 antes e depois do ensaio de sinergia

CIM para
o CIM para NCL 219
CIM! para daptomicina ]
o ) CIM para NCL (Mg/mL) apos a )
Cepa daptomicina (ng/mL) apos a L ICIF/ Efeito?
L 219 (ng/mL) combinagédo com
(ng/mL) combinagédo com o
daptomicina
NCL 219
MRSA 8365 0,5 0,5 8,0 2,0 1,25/ Indiferente
MRSA 4300 0,5 0,5 4,0 2,0 1,50/ Indiferente
MRSA (classic) 1,0 0,5 4,0 2,0 0,50/ Aditivo
MRSA (VSA 300) 1,0 1,0 > 8,0 4,0 *
MRSA 580 0,5 0,5 4,0 4,0 2,00/ Indiferente
MRSA 610 0,5 0,5 >8,0 2,0 *

! Todos os resultados de CIM descritos nesta tabela foram obtidos em triplicata.
2 Valores de ICIF calculados de acordo com a Equagéo 22 e efeitos definidos de acordo com Tabela 63.
*N&o foi possivel calcular o ICIF.



Tabela 70- CIM para daptomicina e NCL 195 antes e depois do ensaio de sinergia

CIM para CIM para NCL 195
CIM! para daptomicina (ug/mL) CIM para NCL 195 /mL) apos a
Cepa daptomicin: (ug/mL) agés a comb(il:]igéo) I:pg/mL) c(oung']lbina)gés com ICIF/ Efeito’
com NCL 195 daptomicina

MRSA 8365 0,5 0,25 2,0 1,0 1,00/ Aditivo

MRSA 4300 0,5 0,25 2,0 1,0 1,00/ Aditivo
MRSA (classic) 1,0 0,5 2,0 2,0 1,50/ Indiferente
MRSA (VSA 300) 1,0 0,5 2,0 2,0 1,50/ Indiferente
MRSA 580 0,25 0,25 2,0 1,0 1,50/ Indiferente

MRSA 610 0,5 0,25 2,0 1,0 1,00/ Aditivo

! Todos os resultados de CIM descritos nesta tabela foram obtidos em triplicata.
2 Valores de ICIF calculados de acordo com a Equagéo 22 e efeitos definidos de acordo com Tabela 63.

8G¢
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Tabela 71- CIM (ug/mL) para daptomicina, LP9666 e NCL 195 antes e depois do ensaio de sinergia

CIM?

CIM para CIM para CIM para CIM para DPT +
CIMpara CIM para
para DPT + DPT + LP9666 + LP9666 + )
CEPA LP9666 NCL 195 ICIF/ Efeito®
DPT? LP9666 NCL 195 NCL 195 NCL 195
(g/mL)  (pg/mL)
(Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
MRSA 8365 0,25 2,0 2,0 0,25e2,0 0,25e1,0 1,0e0,5 0,125;1,0e0,5 1,25/ Indiferente
MRSA 4300 0,25 2,0 2,0 0,25e2,0 0,25e1,0 1,0e0,5 0,125;1,0e0,5 1,25/ Indiferente
MRSA )
) 0,5 2,0 2,0 0,25e2,0 0,25e1,0 20e1,0 0,25;2,0e1,0 2,00/ Indiferente
(classic)
MRSA .
0,5 2,0 1,0 0,25e2,0 0,25e1,0 1,0e0,5 0,125;1,0e0,5 1,25/ Indiferente
(VSA 300)
MRSA 580 0,25 2,0 2,0 0,25e2,0 0,25e1,0 1,0e0,5 0,125;1,0e0,5 1,25/ Indiferente
MRSA 610 0,25 1,0 2,0 0,125e1,0 0,25e1,0 1,0e0,5 0,125;1,0e0,5 1,75/ Indiferente

! Todos os resultados de CIM descritos nesta tabela foram obtidos em triplicata.

2 DPT: daptomicina.

% Valores de ICIF calculados de acordo com a Equagio 23 e efeitos definidos de acordo com Tabela 63.
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9.3.2.2. Time-Kill
9.3.2.2.1. Definigéo das concentragdes de trabalho

Os valores de CIM da daptomicina e LP9666 foram verificados antes e depois de
serem combinados. O indice de concentracdo inibitoria fracionada (ICIF) também foi
calculado. A Tabela 72 apresenta os resultados obtidos. A CIM apresentada pela ampicilina,

utilizada como controle, foi de 0,078 pg/mL.

Tabela 72- CIM (ug/mL) para daptomicina e LP9666 antes e depois da combinacéo, frente ao
S. aureus ATCC 25923

CIM (ug/mL)!

Micro-organismo  Antimicrobiano Antes da Depois da ICIF/ Efeito?
combinagéo combinagéo
S. aureus Daptomicina 0,0625 0,0625 )
1,25/ Indiferente
ATCC 25923 LP9666 0,25 0,0625

! Todos os resultados de CIM descritos nesta tabela foram obtidos em triplicata
2 Valor de ICIF calculado de acordo com a Equagéo 22 e efeito definido de acordo com Tabela 63.

Ap0s a combinacéo entre a daptomicina e o LP9666, o valor de CIM verificado para
ambos foi de 0,0625 pg/mL. Desta forma, a concentragdo de trabalho definida para o ensaio
de Time-Kill foi de 0,125 pg/mL, que representa duas vezes os valores de CIM, para os dois

antimicrobianos.
9.3.2.2.2. Resultados do método de Time-Kill

A Figura 46 apresenta uma sobreposicdo das curvas que representam as atividades
antimicrobianas da daptomicina, do LP9666 e da combinacdo entre eles, frente ao S. aureus
ATCC 25923. Também mostra o controle de crescimento desta bactéria, para fins

comparativos.
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Figura 46- Curvas representativas das atividades antimicrobianas da daptomicina
(0,125 pg/mL), do LP9666 (0,125 pg/mL) e da combinacéo entre eles (0,125 pg/mL cada),

frente a S. aureus ATCC 25923 (em relagéo ao controle de crescimento).
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9.4. Discussao
9.4.1. Teste de sensibilidade a daptomicina

Considerando a existéncia de relatos na literatura de resisténcia bacteriana a
daptomicina e também a importancia deste antimicrobiano para o tratamento de infeccOes
causadas por bactérias Gram-positivas resistentes, um teste de sensibilidade a daptomicina foi
realizado, a fim de verificar a sensibilidade de quatro bactérias (Staphylococcus aureus,
MRSA, Streptococcus pneumoniae e VRE) em relacdo a este antimicrobiano.

De acordo com o European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST), a CIM da daptomicina para cepas suscetiveis de Staphylococcus sp. e
Streptococcus sp. dos grupos A, B, C e G é de < 1 pg/mL. Portanto, estas bactérias sdo
consideradas resistentes quando apresentam valores de CIM superiores a 1 pg/mL, embora
isto seja raro. O mesmo comité alega ndo ter evidéncias suficientes para afirmar que
Enterococcus sp. € um bom alvo para terapia com este antimicrobiano, ndo apresentando,
portanto, valores de CIM como referéncia para cepas resistentes ou suscetiveis (EUCAST,
2014). No entanto, segundo o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), o valor de
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CIM para cepas suscetiveis de Enterococcus sp. ¢ de < 4 ug/mL, sendo que valores maiores
que este sdo atribuidos a cepas resistentes (CLSI, 2012).

No total, 79 cepas foram testadas. Entre elas, 39 cepas foram de Staphylococcus
aureus, das quais 26 eram resistentes a meticilina (MRSA) e 13 eram suscetiveis. Entre as
cepas suscetiveis a meticilina (Tabela 64), 15% mostraram-se resistentes a daptomicina, com
valores de CIM > 1,0 pg/mL. Quanto as cepas de resistentes a meticilina (MRSA) (Tabela
65), 100% mostraram-se sensiveis a daptomicina. Alguns trabalhos descritos na literatura
também mostram a ocorréncia (pronunciada ou ndo) de cepas de S. aureus resistentes a este
antimicrobiano (FOWLER et al., 2006; MALLI et al., 2008; SHARMA et al., 2008).

Embora também existam alguns relatos de MRSA resistentes & daptomicina, este
estudo ndo detectou nenhum caso (SKIEST, 2006; GASCH et al., 2014). Este resultado
corrobora dados encontrados na literatura, onde varios artigos mostram a eficacia da
daptomicina no tratamento de infeccOes causadas por MRSA (DIEDEREN et al., 2006;
TRACZEWSKI et al., 2008; SADER; MOET; JONES, 2009a; SADER; MOET; JONES, 2009b;
MURILLO et al., 2009; ENTENZA et al., 2010; POEPPL et al., 2011; LUCHTING et al., 2013;
CHITNIS et al., 2013).

Os mecanismos pelos quais as bactérias se tornam resistentes a daptomicina ndo estdo
totalmente elucidados. No entanto, alguns autores observaram que um espessamento da
parede celular bacteriana € uma caracteristica comum em cepas de S. aureus resistentes a
daptomicina, embora 0 mecanismo que leva a este fen6tipo permaneca desconhecido.
Bertsche e colaboradores (2011) analisaram cepas de S. aureus resistentes a daptomicina
guanto a composicdo da sua parede celular e perceberam que o grau de ligacdes cruzadas e de
precursores de peptideoglicano é 0 mesmo em bactérias suscetiveis e ndo-suscetiveis; no
entanto, notaram que as bactérias ndo-suscetiveis apresentaram menor concentracdo de
peptideoglicano O-acetilado e sintetizaram significantemente mais acido teicoico. Também
perceberam aumento na expressdo dos genes tagA e dItA e aumento na carga superficial
positiva, fatores que podem estar envolvidos na ocorréncia do fenétipo citado.

Vinte cepas de Streptococcus pneumoniae também foram analisadas quanto a sua
atividade em relacdo a daptomicina (Tabela 66). Todas elas mostraram-se sensiveis a este
antimicrobiano. Este resultado complementa estudo publicado por Cottagnoud e
colaboradores (2004), em que se observou que a daptomicina apresenta adequada penetracéo

em meninges inflamadas e pronunciada eficacia contra pneumococos resistentes a penicilina e
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a quinolonas, e estas caracteristicas qualificam este farmaco como um candidato em potencial
para o tratamento da meningite pneumocdcica no futuro.

Por ultimo, 20 cepas de VRE também foram testadas contra este lipopeptideo ciclico,
e ndo se observou resisténcia em nenhum caso (Tabela 67). Este fato € uma evidéncia de que
a daptomicina ainda é uma opcéo eficiente para o tratamento de infec¢des causadas por VRE,
corroborando outros estudos publicados a este respeito (SADER; MOET; JONES, 2009a;
DHAWAN; GADEPALLI; KAPIL, 2009; BELL et al., 2010; KING et al., 2011; EDEN et al., 2012;
LUCHTING et al., 2013; CHITNIS et al., 2013).

Considerando o numero de cepas testadas neste trabalho, um estudo mais aprofundado
€ necessario para apoiar os resultados obtidos. No entanto, estes resultados representam um
alerta em relagdo a ocorréncia de cepas de S. aureus resistentes a este importante

antimicrobiano.
9.4.2. Ensaios preliminares de sinergia

Estudos de sinergia sdo importantes, tanto para aumentar o espectro de atividade de
um antimicrobiano quanto para reduzir o desenvolvimento de resisténcia, a qual representa
um sério problema global. Neste contexto, a busca por alternativas terapéuticas para o
combate de micro-organismos resistentes é essencial.

Assim, o objetivo desta etapa do trabalho foi a realizagdo de um estudo preliminar
para avaliar a sinergia entre a daptomicina e outros agentes antimicrobianos que séo objetos
de estudo do grupo de pesquisa onde este trabalho foi realizado, na UniSA (Adelaide,
Australia). Os antimicrobianos testados com a daptomicina foram os seguintes: LP9666, NCL
195 e NCL 219. Estes farmacos estdo sob Protecdo da Propriedade Intelectual e nenhuma
outra informacéo sobre eles foi divulgada pelo grupo de pesquisa do Prof. Sanjay Garg.

Combinacdes entre estes antimicrobianos foram testadas contra seis cepas de MRSA.
A escolha do MRSA para ser utilizado neste estudo veio do fato do tratamento de infeccGes
causadas por estas bactérias representarem verdadeiros desafios para a medicina. Além disso,
apesar de a daptomicina ser um importante farmaco utilizado para esta finalidade, ja existem
relatos de resisténcia bacteriana (SKIEST, 2006; GASCH et al., 2014).

Na primeira etapa do trabalho, combinacGes individuais entre a daptomicina e cada um
dos outros antimicrobianos foram realizadas. A Tabela 68 apresenta os resultados encontrados
com a combinagdo da daptomicina com o LP9666. Através da analise dos indices de
concentragdes inibitérias fracionadas (ICIF), foi possivel observar que para MRSA 8365,
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4300, classic e VSA 300, ndo houve efeito sinérgico, ja& que a interacdo entre 0s
antimicrobianos foi considerada indiferente. Por outro lado, efeitos aditivos foram notados
para MRSA 580 e 610.

A Tabela 69 apresenta os resultados obtidos através da combinacdo de daptomicina
com NCL 219. Os valores de CIM para NCL 219 foram relativamente altos (> 4,0 pug/mL). A
combinacdo entre os antimicrobianos foi considerada indiferente para a maioria das cepas
testadas (MRSA 8365, 4300 e 580). N&o foi possivel calcular o ICIF para MRSA (VSA 300)
e 610, devido aos altos valores de CIM apresentados pelo NCL 219 antes da combinacé&o.
Apenas para 0 MRSA (classic), foi observado um efeito aditivo. Desta forma, 0 NCL 219 nao
foi considerado opg¢éo adequada para ser combinado com a daptomicina.

A Tabela 70 mostra os resultados obtidos através da combinacdo da daptomicina com
0 NCL 195. Efeitos aditivos foram observados para a metade das cepas testadas (MRSA
8365, 4300 e 610). Para as outras cepas, a interacdo entre os antimicrobianos foi considerada
indiferente.

Desta forma, ndo foi observado efeito sinérgico para nenhuma combinacdo de
antimicrobianos testada nesta primeira etapa do estudo. No entanto, efeito aditivo foi
evidenciado em alguns casos, com destaque para as combinacfes de daptomicina com
LP9666 e NCL 195, individualmente. Assim, em uma segunda etapa do estudo, sinergia entre
estes trés compostos foi verificada. A Tabela 71 mostra os resultados. E possivel notar que
mesmo apds a tripla combinacdo, a interacdo entre os antimicrobianos foi considerada
indiferente em todos 0s casos.

Com tudo isso, foi possivel observar que combinacdes triplas entre a daptomicina,
LP9666 e NCL 195 ndo geram efeito sinérgico em relacdo as cepas de MRSA testadas. Por
outro lado, combinagbes da daptomicina tanto com o LP9666 quanto com o NCL 195 sdo
promissoras e merecem estudos mais aprofundados, utilizando métodos oficiais, para
confirmacdo dos dados obtidos. Lembrando que este estudo utilizou um método de
Checkerboard n&o oficial, adaptado de método descrito por Pillai, Moellering e Eliopoulos
(2005), para tornar possivel a analise de mais de uma cepa por microplaca e agilizar o
processo. O objetivo principal deste estudo foi rastrear possiveis alternativas para combater as
estirpes resistentes de MRSA, para que no futuro estas combinacgdes possam ser estudadas de
maneira mais abrangente, através de métodos oficiais.

Existe um outro método também utilizado para avaliar a sinergia entre compostos, que

é o Time-Kill. Este método avalia 0 tempo em que a substancia-teste leva para matar as
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celulas microbianas. Uma das vantagens deste método em relagdo ao Checkerboard é que ele
fornece a dindmica da acdo da substancia-teste e sua interagdo com o tempo (MITCHELL et
al., 2012). Assim, considerando as vantagens que o método de Time-Kill oferece, ele também
foi utilizado para avaliar a sinergia entre a daptomicina e o LP9666 em relacdo a cepa padréo,
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Este estudo foi realizado com apoio do grupo de
pesquisa da Prof?. Dr?. Tais Maria Bauab, da FCF-UNESP.

O S. aureus ATCC 25923 foi escolhido para o estudo por se tratar de uma cepa
padrdo. N&o foi possivel realizar os ensaios com as cepas de MRSA utilizadas no método de
Checkerboard descrito anteriormente, realizado na UniSA (Adelaide, Austrélia), j& que se
tratavam de cepas clinicas, que ndo estdo disponiveis no Brasil. Desta forma, foi escolhida
uma cepa de S. aureus como micro-organismo-teste para o ensaio de Time-Kill.

Para a realizacdo do ensaio de Time-Kill, primeiramente foi feito um ensaio
Checkerboard, para a definicdo das concentragdes dos antimicrobianos a serem testadas no
ensaio Time-Kill. Neste ensaio, a daptomicina e o LP9666 foram testados isoladamente e
também em combinacéo, frente ao S. aureus ATCC 25923, para a definicdo das respectivas
CIMs. As concentracfes testadas no Time-Kill foram duas vezes as CIMs obtidas apds a
combinacdo entre os antimicrobianos. Como foi verificado que a CIM ap6s a combinacéao
entre eles foi de 0,0625 pg/mL (para ambos), a concentragao testada no ensaio Time-Kill foi
de
0,125 pg/mL, para a daptomicina e LP9666.

Quanto ao ensaio Time-Kill, a Figura 46 apresenta uma sobreposicdo das curvas de
morte que representam as atividades antimicrobianas da daptomicina, do LP9666 e da
combinacdo entre eles, frente ao S. aureus ATCC 25923. Atraves desta figura, é possivel
observar que evidentemente houve sinergia entre a daptomicina e o LP9666, ja que a curva
que representa a combinacdo entre eles (de cor amarela) apresenta-se abaixo das curvas
obtidas com a daptomicina (de cor laranja) e o0 LP9666 (de cor cinza). Isto significa que o
namero de células vidveis apds a utilizacdo da combinacdo de antimicrobianos foi
significativamente inferior aos numeros encontrados quando cada um deles foi usado
isoladamente, mostrando a maior eficiéncia da combinacéo. O efeito sinérgico comegou a ser
notado apos 2 horas de teste, quando o numero de células viaveis comegou a se mostrar
inferior ao apresentado pela daptomicina e pelo LP9666, e este perfil se manteve até o final do
ensaio (24,0 horas), ou seja, o efeito sinérgico se prolongou até a Gltima analise. No entanto, a

combinacéo foi a que mais demorou a apresentar atividade antimicrobiana.
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Quanto ao perfil da daptomicina, foi notado que embora sua atividade tenha sido a
mais rapida de todas, o farmaco mostrou-se menos ativo ao longo do tempo em relacéo ao
LP9666 e a combinacdo. Nos tempos 0,0 e 0,5 hora, sua atividade antimicrobiana foi mais
pronunciada, no entanto, apés 1,0 hora, houve aumento gradual no nimero de células, que se
manteve superior ao encontado para 0 LP9666 e para a combinacdo até a 24% hora de ensaio.
Apesar disso, apos 24,0 horas, a daptomicina ainda se mostrava ativa contra o S. aureus, ja
que o numero de células permanecia abaixo do controle de crescimento. Este é um fator
positivo, ja que a administracdo de uma unica dose didria € o recomendado para este
antimicrobiano.

O LP9666, por sua vez, mostrou-se menos ativo que a daptomicina no inicio do ensaio
(até 30 minutos), mas logo depois apresentou uma queda brusca do numero de células viaveis
(em 1,0 h) e manteve-se assim até o final do ensaio. Este mesmo perfil também foi observado
para a combinagédo de antimicrobianos, que do mesmo modo apresentou uma queda brusca do
namero de células viaveis no mesmo tempo que o LP9666. O perfil da curva de morte
apresentada pelo LP9666 se mostrou muito parecido com o apresentado pela combinacéo,
embora 0 LP9999 tenha sido menos ativo durante quase todo o tempo (de 0,5 a 24,0 horas).
Assim, talvez o efeito sinérgico tenha sido decorrente, em maior parte, da atividade do
LP9666 do que da daptomicina. Este perfil também foi observado no ensaio Checkerboard
(Tabela 72), que mostrou que depois da combinacdo, a CIM para o LP9666 reduziu, enquanto
para a daptomicina permaneceu a mesma.

Também foi possivel notar que tanto para a daptomicina, quanto para o LP9666 e para
a combinacdo entre eles, as curvas de morte apresentadas permaneceram abaixo da curva do
controle de crescimento até a Ultima analise do ensaio, mostrando que ainda havia alguma
atividade antimicrobiana até 24,0 horas. A combinacdo foi a que mostrou atividade
antimicrobiana mais pronunciada, seguida pelo LP9666 e por ultimo a daptomicina.

Por outro lado, sinergia ndo foi observada no ensaio de Checkerboard, em relagdo ao
S. aureus ATCC 25923, o qual mostrou que a combinacdo entre os antimicrobianos é
indiferente (Tabela 72). Este resultado pode ter ocorrido em decorréncia do modo de
revelacdo empregado, utilizando solugdo de resazurina. A resazurina vem sendo utilizada ha
mais de 50 anos para 0 monitoramento de contaminacdo microbiologica. Este corante, que é
azul e ndo fluorescente, é reduzido para resorufina, que € rosa e altamente fluorescente, na
presenca de células bacterianas. Ainda ndo se sabe como esta redugdo ocorre, se €

intracelularmente através de atividade enziméatica ou por meio de uma reagdo quimica,
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embora a forma fluorescente reduzida da resazurina tenha sido encontrada em células vivas e
mortas (O’BRIEN et al., 2000). Desta forma, é possivel que a resazurina tenha revelado
bactérias ndo vidveis no ensaio de Checkerboard, e isto pode explicar a diferenca no resultado
em relacdo ao ensaio Time-Kill. Isto mostra a importancia da realizacdo de ensaios de Time-
Kill para estudos de sinergia.

Assim, o estudo de Time-Kill realizado mostra que provavelmente ha efeito sinérgico
entre a daptomicina e 0 LP9666 em relacdo ao S. aureus ATCC 25923. No entanto, estudos

mais aprofundados a este respeito devem ser realizados.
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10. DISCUSSAO GERAL

A monitorizagdo da qualidade de produtos farmacéuticos & uma pratica fundamental
para a saude da populacdo. Qualquer servico de salde pode ser gravemente comprometido
caso 0s medicamentos disponiveis para os usuarios ndo atendam aos padrdes aceitaveis de
qualidade, seguranca e eficicia. Esta importancia torna-se ainda mais evidente quando
pensamos na qualidade dos antimicrobianos utilizados na pratica clinica. Segundo o Relatorio
Global de Vigilancia em Resisténcia Antimicrobiana, publicado pela OMS em 2014, a
resisténcia aos antimicrobianos ndo é mais uma previsdao para o futuro, ja que estd
acontecendo neste momento, em todo o mundo, e colocando em risco a capacidade dos
sistemas de saude de tratar infeccbes comuns adquiridas na comunidade e hospitais. Neste
contexto, antimicrobianos de ma qualidade podem contribuir para o agravamento deste
quadro, e por isso a qualidade destes produtos deve ser rigorosamente controlada.

O farmaco estudado neste trabalho foi a daptomicina, na forma farmacéutica de pé
liofilizado (para solucéo injetavel), a qual € prescrita em mais de 40 paises. Trata-se de um
antimicrobiano fundamental para a préatica clinica nos dias de hoje, ja que vem sendo utilizado
com sucesso para o tratamento de infec¢bes causadas por bactérias Gram-positivas resistentes,
tais como MRSA, VRE e VRSA, as quais sdo consideradas desafios para a Medicina.

Um dos objetivos deste trabalho foi o desenvolvimento de métodos analiticos
qualitativos e quantitativos para a analise da daptomicina. Revisdo da literatura mostrou que
embora haja alguns métodos analiticos descritos na literatura para analise deste farmaco,
havia a necessidade do desenvolvimento de metodologias otimizadas, considerando a
minimizacao do uso de solventes organicos ou a utilizagdo de solventes menos toxicos para 0s
operadores, além de métodos mais praticos e rapidos, principalmente para a analise da
daptomicina na forma farmacéutica, para a qual existem menos métodos publicados.

O desenvolvimento de métodos analiticos eficazes para o controle de qualidade dos
medicamentos comercializados é de extrema importancia, uma vez que dados analiticos ndo
confidveis podem causar grandes problemas, tanto para a saude da populacdo, quanto
financeiros para a inddstria farmacéutica que o produz. Assim, a etapa de validacdo é
indispensavel para a apresentagdo de um método analitico a comunidade cientifica, ja que
assegura a confiabilidade dos dados analiticos gerados (LA ROCA et al., 2007).

Quanto a analise qualitativa, foram desenvolvidos os seguintes métodos: CCD,
espectrofotometria nas regides do UV e infravermelho, CLAE e EC. A RDC n° 899 de 2003
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(BRASIL, 2003) e os guias de validacdo do ICH (ICH, 2005) exigem a comprovacdo de
apenas um parametro para a validacdo de métodos qualitativos (Categoria IV), que é a
seletividade. Desta forma, a seletividade foi comprovada para todos os métodos
desenvolvidos, ja que ndo houve interferéncia do excipiente e/ou de produtos de degradacéo
na andlise da daptomicina em nenhum caso.

Entre os métodos qualitativos desenvolvidos, apenas a CCD e a CLAE utilizam
solventes organicos para suas analises. No entanto, o solvente organico proposto para 0
método de CLAE ¢ o etanol, considerado menos toxico para 0 meio ambiente e operadores do
que outros solventes mais comumente utilizados para analises cromatogréficas, que sdo o
metanol e a acetonitrila. Por este motivo, o método de CLAE desenvolvido é ambientalmente
favoravel. J& o método de CCD emprega o metanol como fase organica de sua fase movel,
porém em quantidade minima. No entanto, apresenta algumas vantagens em relacdo aos
outros métodos propostos, j& que ndo necessita de equipamentos ou solventes de alto custo
para suas analises. Os demais métodos qualitativos propostos, quais sejam a
espectrofotometria nas regides do UV e infravermelho e a eletroforese capilar, ndo utilizam
solventes organicos para suas analises, entdo sdo aqueles que melhor se enquadram nos
parametros da Quimica Verde.

As espectrofotometrias nas regides do UV e infravermelho permitiram detectar
caracteristicas de absorcdo especificas de daptomicina. Ao mesmo tempo, os métodos de
CCD, CLAE e eletroforese capilar foram uteis na identificacdo deste antimicrobiano na forma
farmacéutica quando comparado a um padrdo analitico.

Na andlise quantitativa foram desenvolvidos e validados cinco meétodos, com
caracteristicas e custos diferentes: espectrofotometria nas regides do UV e infravermelho,
CLAE, ensaio microbiolégico por turbidimetria e eletroforese capilar. A validacdo também
foi realizada com base nos guias ICH (2005) e RDC n° 899 (BRASIL, 2003), os quais
indicam os principais parametros a serem avaliados durante a validacdo de um método
analitico, que s@o linearidade, precisdo, exatiddo, robustez e seletividade. Os limites de
deteccdo e de quantificacdo, embora ndo sejam requisitos obrigatérios, também foram
estimados para os métodos fisico-quimicos propostos. Estes valores foram apenas estimados,
com base em equacGes descritas na literatura, sendo necessaria a realizacdo de ensaios para a
confirmacdo dos valores tedricos calculados. Para o proposito deste trabalho, os valores

estimados sdo suficientes, ja que ndo se trata de parametros obrigatorios.
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Em se tratando da validacdo dos métodos quantitativos, foi possivel verificar que
todos eles apresentaram linearidade adequada, com coeficientes de correlagéo (r) superiores a
0,999, o que foi confirmado através da andlise de variancia dos dados obtidos para a
construcdo das curvas analiticas. Os valores encontrados para a precisao dos cinco métodos
foram considerados adequados, pois todos apresentaram DPR inferiores a 5%, como o
recomendado pela legislagdo brasileira, j& que o ICH ndo apresenta valor de referéncia para
este parametro. Com relacdo a exatiddo, os cinco meétodos apresentaram resultados
satisfatorios, uma vez que todos os valores obtidos ficaram proximos a 100%.

Todos se mostraram também robustos para os parametros testados (BRASIL, 2003;
ICH, 2005). Modelo fatorial de Plackett-Burman, baseado em uma matriz de 15
experimentos, foi utilizado para comprovar a robustez dos métodos de CLAE e eletroforese
capilar. Os métodos de CLAE e eletroforese capilar também se destacam por serem
indicativos de estabilidade. Quanto a seletividade, todos se mostraram seletivos, ja que ndo
houve nenhuma interferéncia de excipiente e/ou produtos de degradacdo nas analises.

Para o desenvolvimento destes métodos, houve a preocupacdo de se minimizar ou
eliminar o uso de solventes organicos, ja que esta é uma pratica que deve ser seguida cada
mais pelos laboratdrios quimicos e farmacéuticos com objetivo de minimizar os impactos de
suas atividades sobre 0 meio ambiente. Na CLAE, optou-se por solvente de baixa toxicidade
ambiental e ocupacional, que € o etanol. Embora o método turbidimétrico utilize um pequeno
volume de formaldeido no final de cada experimento, este volume é muito baixo em relacdo
ao empregado em métodos cromatograficos, por exemplo. Ja os outros métodos propostos ndo
utilizam solventes organicos.

Normalmente, métodos de CLAE empregam um grande volume de solventes
organicos para suas analises. Trabalho realizado por Welch e colaboradores (2010) previu a
guantidade de residuos quimicos que um método de CLAE pode gerar em uma empresa
farmacéutica. Para isso, eles consideraram uma coluna analitica de 4,6 mm de didmetro
interno e 250 mm de comprimento, com vazdo de cerca de 1,0-1,5 mL/min. Os autores
concluiram que cada equipamento de CLAE em atividade pode gerar, diariamente, mais de
1,0 L de efluente (volume superior a 50 mL por analise), que deve ser eliminado como
residuo quimico. Esta informagdo tem ainda maior impacto quando efeito cumulativo é
considerado, uma vez que grandes empresas farmacéuticas podem ter centenas de

cromatografos em atividade ao mesmo tempo. No entanto, 0 método de CLAE proposto neste
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trabalho utiliza apenas 4,8 mL de fase movel por andlise, dos quais apenas 55% s&o
constituidos por solvente orgénico (a outra parte € 4gua).

Todos 0s métodos propostos séo relativamente rapidos, 0 que € muito importante para
analises de rotina do Controle de Qualidade de uma industria farmacéutica. A excecéo é o
método turbidimétrico, que demanda maior tempo de execucdo que os métodos fisico-
quimicos, embora este tempo seja reduzido em relacdo a outros metodos microbiol6gicos
descritos na literatura para analise de antimicrobianos, tal como o método de difusdo em agar.
Por outro lado, os métodos microbioldgicos fornecem informacgdes importantes sobre a
poténcia de antimicrobianos, as quais ndo sdo fornecidas por métodos fisico-quimicos. Por
iss0, a combinagdo de métodos microbioldgicos e fisico-quimicos € extremamente importante
para analise de antimicrobianos.

Outras caracteristicas de cada método proposto neste trabalho foram discutidas
detalhadamente na se¢do “Analise comparativa dos métodos propostos” (se¢do n° 7) e por isso
ndo serdo discutidas novamente. Nesta secdo, também foi demonstrado que todos 0os métodos
propostos sdo intercambiaveis.

Outro objetivo deste trabalho foi a realizacdo de estudos de estabilidade da
daptomicina. Estudo de degradagéo forgada foi conduzido a fim de verificar o comportamento
quimico da molécula de daptomicina sob diferentes condicGes de estresse (&cida, alcalina,
aquosa, oxidativa, térmica e diferentes valores de pH). A daptomicina em sua forma pura
(SQR) foi escolhida para a realizacdo do método, ao invés da forma farmacéutica, para evitar
interferéncias do excipiente nas analises. Observou-se com este estudo que o farmaco é mais
instavel em condi¢des alcalinas e mais estavel em condi¢cdes aquosas. O farmaco também
demonstrou instabilidade em condi¢cdes acidas e oxidativas. Estas caracteristicas devem ser
levadas em consideracdo para o desenvolvimento de novas formas farmacéuticas contendo a
daptomicina. Esta etapa foi realizada durante estagio sanduiche na UniSA (Adelaide,
Austrélia).

Também foram realizados estudos de estabilidade acelerado e de longa duracdo, mas
com a daptomicina na forma farmacéutica de pdé liofilizado. O objetivo foi a busca por
evidéncias de como o teor de daptomicina na amostra de pd liofilizado varia com o tempo,
sob uma variedade de fatores ambientais pré-definidos pela RE n° 1 de 2005 (BRASIL, 2005).
A daptomicina manteve-se estavel em todas as condicdes testadas visto que, estatisticamente,
ndo houve reducgéo do seu teor com o tempo. Isto mostra que as condi¢des de armazenamento

preconizadas pelo fabricante (2-8 °C) podem ser reanalisadas, ja que o farmaco se manteve
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integro mesmo em condi¢Bes mais forgadas de armazenamento, durante o estudo de
estabilidade acelerado.

Embora a daptomicina seja um farmaco utilizado com sucesso para o tratamento de
infeccbes causadas por bactérias Gram-positivas, ja existem relatos de resisténcia a este
antimicrobiano na literatura. Assim, na Gltima etapa deste trabalho, um estudo microbiol6gico
da daptomicina foi conduzido, também na UniSA (Adelaide, Austrélia).

Na primeira etapa do estudo, um teste de sensibilidade a daptomicina foi realizado, a
fim de verificar a sensibilidade de quatro bactérias (S. aureus, MRSA, S. pneumoniae e VRE)
em relacdo a este antimicrobiano. Foi verificado que algumas cepas de S. aureus (15% das
cepas testadas) apresentaram resisténcia a daptomicina. Alguns trabalhos descritos na
literatura também mostram a ocorréncia (pronunciada ou ndo) de cepas de S. aureus
resistentes a este antimicrobiano (FOWLER et al., 2006; MALLLI et al., 2008; SHARMA et
al., 2008).

Quanto as outras bactérias testadas, todas mostraram-se sensiveis ao antimicrobiano,
inclusive cepas de S. pneumoniae. Este resultado complementa estudo publicado por
Cottagnoud et al. (2004), que mostrou que a daptomicina apresenta adequada penetracdo em
meninges inflamadas e pronunciada eficécia contra pneumococos resistentes a penicilina e a
quinolonas, e estas caracteristicas qualificam este farmaco como um candidato em potencial
para o tratamento da meningite pneumocdcica no futuro.

Na segunda etapa do estudo microbioldgico, foi realizado um estudo preliminar para
avaliar a sinergia entre a daptomicina e outros agentes antimicrobianos que sdo objetos de
estudo do grupo de pesquisa onde este trabalho foi realizado. Os antimicrobianos testados
com a daptomicina foram os seguintes: LP9666, NCL 195 e NCL 219. Como estes farmacos
estdo sob Protecdo da Propriedade Intelectual, nenhuma outra informacdo sobre eles foi
divulgada. Foi observado que combinacdes entre a daptomicina, LP9666 e NCL 195 sdo
promissoras e merecem estudos mais aprofundados. Estudos de sinergia sdo importantes,
tanto para aumentar o espectro de atividade de um antimicrobiano quanto para reduzir o
desenvolvimento de resisténcia.

Enfim, quanto ao desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos, pode-se afirmar
que todos os métodos propostos foram adequadamente validados e podem ser utilizados como
opcdes praticas, econdmicas e/ou ambientalmente favoraveis para a analise da daptomicina

em po liofilizado para solucgdo injetavel. Os estudos de estabilidade e microbioldgico foram
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importantes para gerar novos conhecimentos a respeito deste importante antimicrobiano e

podem servir como base para novas pesquisas nesta area.



Conclusdes 274

11. CONCLUSOES

e No presente trabalho foi possivel desenvolver e validar novos métodos analiticos para a

determinacdo de daptomicina em amostras de po liofilizado para solucéo injetavel.

e As caracteristicas qualitativas da daptomicina foram determinadas satisfatoriamente

através da andlise de suas caracteristicas fisicas e ponto de fus&o.

e Foram desenvolvidos e validados cinco métodos para analise qualitativa da daptomicina,
sendo eles a CCD, a espectrofotometria na regido do UV, a CLAE, a eletroforese capilar
e a espectrofotometria na regido do IR, os quais se mostraram seletivos e adequados para

auxiliar na identificacdo do farmaco no produto farmacéutico.

e Os métodos por CCD, CLAE e eletroforese capilar, além de serem adequados para a
identificacdo do farmaco no produto farmacéutico, ainda possibilitaram a separacéo e
deteccdo de produtos de degradagdo, mostrando suas capacidades indicativas de
estabilidade.

e As andlises quantitativas também permitiram desenvolver e validar cinco métodos
analiticos para determinacdo de daptomicina em poé liofilizado para solucdo injetéavel,
sendo eles a espectrofotometria na regido do UV, o ensaio microbioldgico pelo método
turbidimétrico, a CLAE, a eletroforese capilar e a espectrofotometria na regido do IR. Os
métodos desenvolvidos no presente trabalho mostraram-se lineares, precisos, exatos,

seletivos e robustos. Além disso, sdo ambientalmente favoraveis.

e Os cinco métodos quantitativos mostraram-se apropriados para a quantificacdo da
daptomicina em amostras de po liofilizado para solucdo injetavel, podendo ser usados

como alternativas para analises do controle de qualidade deste farmaco.

e O ensaio microbioldgico realizado através do método turbidimétrico se mostrou
adequado para a determinacdo da poténcia da daptomicina no produto farmacéutico

analisado.

e A analise estatistica entre os métodos mostrou que eles sdo intercambiaveis, ou seja, sao
capazes de fornecer, estatisticamente, os mesmos resultados para a quantificacdo da

daptomicina em amostras de po liofilizado.
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O estudo de degradacdo forcada da daptomicina SQR mostrou que o farmaco é menos
estavel em condigdes alcalinas e mais estavel em condi¢bes aquosas. O farmaco também

demonstrou instabilidade, em menores propor¢des, em condigdes &cidas e oxidativas.

As amostras de daptomicina em po liofilizado se mostraram estaveis nas condicdes
preconizadas tanto para o estudo de estabilidade acelerado quanto para o estudo de

estabilidade de longa duracdo.

A daptomicina demonstrou ser muito ativa contra MRSA, S. pneumoniae e VRE, embora
resisténcia tenha sido encontrada para 15% das cepas de S. aureus (sensiveis a meticilina)

estudadas.

Em relacdo aos ensaios preliminares de sinergia, concluiu-se que as combinagfes entre
daptomicina + LP9666 e daptomicina + NCL 195 sdo promissoras em relacdo a cepas de

MRSA e merecem um estudo mais aprofundado a este respeito.

O estudo de Time-Kill realizado mostrou que provavelmente ha efeito sinérgico entre a
daptomicina e o LP9666 em relagdo ao S. aureus ATCC 25923.

Estes estudos foram fundamentais para gerar novos conhecimentos sobre este importante

antimicrobiano e podem servir como base para novas pesquisas nesta area.
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12. ARTIGOS PUBLICADOS E APRESENTACAO DE TRABALHOS EM EVENTOS
CIENTIFICOS

Os artigos cientificos publicados até 0 momento estdo descritos a seguir:

1) TOTOLI, E.G.; GARG, S.; SALGADO, H.R.N. Daptomycin: Physico-chemical,
analytical and pharmacological properties. Therapeutic Drug Monitoring, v. 37, p.
699-710, 2015.

2) TOTOLI, E.G.; SALGADO, H.R.N. Rapid turbidimetric assay to determine the
potency of daptomycin in lyophilized powder. Pharmaceutics, v. 7, p. 106-121, 2015.

3) TOTOLI, E.G.; SALGADO, H.R.N. Development, optimization, and validation of a
green and stability-indicating HPLC method for determination of daptomycin in
lyophilized powder. Journal of AOAC International, v. 98, p. 1276-1285, 2015.

4) TOTOLI, E.G.; SALGADO, H.R.N. A green approach for the determination of
daptomycin in pharmaceutical formulation by UV spectrophotometry. Brazilian
Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 51, p. 811-822, 2015.

Durante o periodo da bolsa de doutorado, a aluna participou de diversos eventos
internacionais, com apresentacao de trabalhos e publicacdo de resumos. Estas atividades estdo

descritas a seguir:

a) Evento: “10th International Symposium on Drug Analysis and 25th International

Symposium on Pharmaceutical and Biomedical Analysis”.

Trabalho apresentado (Poster):

e ‘“Validation of an environmental friendly spectrophotometric method for the
analysis of daptomycin in liyophilized powder ™.

Local e data: Liege, Bélgica, entre os dias 23-25 de junho de 2014.

Resumo publicado:

e TOTOLI, E.G.; SALGADO, H.R.N. Validation of an environmental friendly
spectrophotometric method for the analysis of daptomycin in liyophilized
powder. In: 10th International Symposium on Drug Analysis and 25th

International Symposium on Pharmaceutical and Biomedical Analysis, 2014,
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Liege, Bélgica. Drug Analysis 2014: Programme and Abstract Book, 2014.
p. 284-284.

b) Evento: “3° Reunion Internacional de Ciencias Farmacéuticas (RICIFA 2014) .

Trabalhos apresentados (Pdsteres):

e “Development and validation of a rapid turbidimetric assay to determine the
potency of daptomycin in powder for injectable solution .

e “Forced degradation study of daptomycin in powder for injectable solution .

Local e data: Cérdoba, Argentina, entre os dias 18-19 de setembro de 2014.

Evento: “XV Congreso Latinoamericano de Cromatografia y Técnicas Afines Y
VIl Congreso Colombiano de Cromatografia (COLACRO 2014 y COCOCRO
2014)”.

Trabalhos apresentados (Pdsteres):

e “Development and validation of an environmentally friendly and stability-
indicating HPLC method for the determination of daptomycin in powder for
injectable solution”

e “Development of a fast and stability-indicating thin layer chromatography
(TLC) method for the evaluation of daptomycin in lyophilized powder ”

Local e data: Cartagena de Indias, Colémbia, entre os dias 29 de setembro a 03 de

outubro de 2014.

Resumos publicados:

e TOTOLI, E.G.; SALGADO, H.R.N. Development and validation of an
environmentally friendly and stability-indicating HPLC method for the
determination of daptomycin in powder for injectable solution. In: XV
Congreso Latinoamericano de Cromatografia y Técnicas Afines, 2014,
Cartagena das Indias. Memorias COLACRO 2014 y COCOCRO 2014.
Bogota: Sociedad Colombiana de Ciencias Quimicas, 2014. p. P-QA-
50.Memorias COLACRO 2014 y COCOCRO 2014. Bogota: Sociedad
Colombiana de Ciencias Quimicas, 2014. p. P-IN-27.

e TOTOLI, E.G.; SALGADO, H.R.N. Development of a fast and stability-
indicating thin layer chromatography (TLC) method for the evaluation of

daptomycin in lyophilized powder. In: XV Congreso Latinoamericano de
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Cromatografia y Técnicas Afines, 2014, Cartagena das Indias. Memorias
COLACRO 2014 y COCOCRO 2014. Bogota: Sociedad Colombiana de
Ciencias Quimicas, 2014. p. P-IN-27.

d) Evento: “18" International Conference on Pharmaceutical Sciences and

Pharmacology (ICPSP 2016) .

Trabalho apresentado (Apresentacdo Oral):

e  “Development and validation of a green analytical method for the analysis of
daptomycin injectable by Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) .

Local e data: Paris, Franca, entre os dias 21-22 de janeiro de 2016.

Resumo publicado:

e TOTOLI, E.G.; SALGADO, H.R.N. Development and validation of a green
analytical method for the analysis of daptomycin injectable by Fourier-
Transform Infrared Spectroscopy (FTIR). In: 18th International Conference
on Pharmaceutical Sciences and Pharmacology, 2016, Paris, Franca. WASET
(World Academy of Science, Engineering ans Technology): International
Science Index, 2016. p. 2111-2111.
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