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Era uma tarde nublada e fria, e as criangas brincavam despreocupadas.

De repente, o gelo quebrou e uma delas caiu, ficando presa na fenda que se
formou.

A outra, vendo seu amiguinho preso, e se congelando, tirou um dos patins e
comegou a golpear o gelo com todas as suas forgas, conseguindo por fim, quebrad-lo e
libertar o amigo.

Quando os bombeiros chegaram e viram o que havia acontecido, perguntaram ao
menino:

- Como vocé conseguiu fazer isso? E impossivel que tenha conseguido quebrar o
gelo, sendo tdo pequeno e com mdos tdo frdgeis!

Nesse instante, um ancido que passava pelo local, comentou:

- Eu sei como ele conseguiu.

Todos perguntaram:

- Pode nos dizer como?

-E simples: - respondeu o velho.

- Ndo havia ninguém ao seu redor para lhe dizer que ndo seria capaz.

"Albert Einstein”



Agradecimentos

A Deus, por estar comigo todos os dias me guiando, protegendo e fortalecendo, mas
especialmente nos dias em que os momentos mais dificeis e complicados me davam
vontade de desistir. Mas a fé, a esperanca, o otimismo, a luz do Espirito Santo me
iluminaram para que conseguisse dar mais este passo.

Aos meus queridos pais, Celso e Célia, que mesmo apesar da distancia fisica em
muitos e muitos dias, sempre foram presentes em vida. Obrigada pelo carinho, amor,
preocupagdes e apoio principalmente nos momentos mais dificeis!

Ao meu querido filho Gabriel, por compreender e perdoar os momentos de auséncia!
Vocé é o melhor presente que Deus pode me dar, amo vocé demais!

A Camila, minha irma querida, pelos incentivos e palavras ora doces, ora mais
amarguinhas de encorajamento, para que eu terminasse mais esta jornada.

A Profi. Dra. Hérida Regina Nunes Salgado, pela orientagcdo, ensinamentos,
compreensao, confianga e acima de tudo, pela amizade.

Aos professores do Programa de Pés-Graduacdao em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”, pelos ensinamentos
compartilhados.

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho”.

Ao Departamento de Farmacos e Medicamentos da FCF (UNESP).

Ao Prof. Dr. Massao lonashiro, professor do Instituto de Quimica da Universidade
Estadual Paulista, Araraquara, pela colaboracdo com os estudos de analise térmica.

Ao Prof. Dr. Martin Steppe, professor da Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
pela colaboracdo com os estudos de eletroforese capilar.

A Profa. Dr. Cristiane Masetto de Gaitani e & Profa. Dr. Maria Virginia Costa Scarpa
por participarem da banca de qualificagéo e pelas observagdes pertinentes.

Aos professores Dr. Priscila Gava Mazzola, Dr. Felipe Rebello Lourengo, Dr. Maria
Virginia Costa Scarpa e Dr. José Paschoal Batistuti que participaram da banca de defesa
desta tese e pelas sugestdes e criticas para melhoria deste trabalho.

Aos funcionarios da biblioteca, por sempre terem me ajudado prontamente nos
momentos de duvida.

As funcionarias da secdo de Pés-graduagao, pelos esclarecimentos necessarios.

Aos amigos e colegas deste Curso de Pés-Graduacao.

Ao colega Maximiliano Silva Sangoi pela ajuda nos estudos de eletroforese capilar.

Aos amigos do Laboratério de Controle Bioldégico de Qualidade de Farmacos e
Medicamentos, Daniela Vieira, Eliane Tétoli, Ana Carolina Kogawa, Tahisa Pedroso, Lucas



Chierentin, Josilene Corréa, Rudy Bonfilio, Camila Tavares, Cristina Laignier, Lucélia
Magalh&es, Patricia Alessio, Eliete Von Zuben, Flavia Carnavali pelas conversas, dicas,
criticas, auxilios e momentos de descontracdo para que esta caminhada fosse menos dificil
e para que eu tenha boas recordagdes. Que a amizade permaneca sempre!

A Maria de Fatima Rodrigues, pelo apoio técnico e prontiddo em nos ajudar e, acima
disso pela amizade, companheirismo, conselhos, momentos de diversdo e muitas vezes ter
sido meu anjo da guarda. Vocé é uma amiga muito especial! Aproveito para estender meus
agradecimentos a familia Rodrigues que adotei como familia araraquarense.

A minha querida amiga Cristina Laignier pela amizade desde o mestrado, por muitas
vezes contribuir com ideias, sugestdes e discussdes. Cris, obrigada por sua amizade,
incentivos, caminhadas e oragdes!

A minha amiga Lucélia Magalhaes, pelas sugestdes e ajuda nas interpretacdes dos
resultados. Obrigada pelo companheirismo até altas horas no laboratério e fora dele
também. Obrigada pelos momentos de descontracao e diversao com seu “gauchés”!

A Juliana Severi por ter efetuado a compra no medicamento Floxapen na Suica.

Aos meus tios Zilda e Gilberto, pelas oracdes, apoio, por sempre estarem junto de
mim e principlamente ajudando a aconselhar meu filho.

A todos os outros tios, tias e primos que me fortaleceram com suas oragées e apoio.

Ao CNPq, pelo apoio financeiro com a bolsa de estudo concedida para realizagao

deste trabalho.

" Ser amigo é:

Andar junto, mesmo que distante

E ser legal, jamais superficial

Dizer o que pensa, sem ofensa

Calar para ouvir, sem intervir

Falar sem rodeio, sem receio

Guardar o segredo, secar o pranto, dar o ombro
Estar para o que der e vier, e jamais abandonar
E ser alguém com quem sempre se pode contar
Ser amigo, afinal, é ser ESPECIAL!"

( Autor desconhecido)



RESUMO

A flucloxacilina (FLU) & uma isoxazolilpenicilina semissintética, classificada como
penicilina resistente a penicilinase estafilocécica. E ativa contra bactérias Gram-positivas,
mas nao € ativa contra Staphylococcus aureus resistentes a meticilina. A FLU é indicada
para tratamento de infec¢des respiratorias, das articulagbes, sindrome do choque téxico,
pele, tecidos moles, endocardite e osteomielite, podendo ser administrada por via oral,
intramuscular e endovenosa. A literatura apresenta alguns métodos de andlise para FLU em
fluidos biol6gicos, seus metabodlitos e formas farmacéuticas. Neste trabalho foram
desenvolvidos e validados métodos para analise qualitativa e quantitativa de FLU s6dica em
capsula, bem como estudos de estabilidade para este farmaco. Para andlise qualitativa,
foram realizados os métodos de analise térmica, cromatografia em camada delgada,
espectrofotometria nas regides do infravermelho (IV) e ultravioleta (UV) e cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), possibilitando a identificacdo da amostra. Para a
quantificacdo do farmaco foram desenvolvidos e validados os métodos: (1) ensaios
microbiolégicos por métodos de difusdo em &gar e turbidimétrico, utilizando o micro-
organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923 e ATCC 25923 IAL 1606, com faixa linear
de 1,5 a 6,0 ug/mL e 4,0 a 16,0 pg/mL, respectivamente; exatiddo de 98,98 e 99,73% e
poténcia de 94,32 e 96,25%, respectivamente; (2) método espectrofotométrico na regido do
UV a 274 nm, utilizando agua como solvente, com faixa linear em concentracao de 50 a 100
pMg/mL, exatiddo de 100,09% e teor de 106,59%; (3) CLAE indicativo de estabilidade em
comprimento de onda de 225 nm, fase mével composta por acido fosférico (0,025 M), pH 5,5
e metanol (40:60 v/v) e o tempo de reten¢cdo médio foi de 4,5 minutos; a faixa linear foi de 20
a 80 pg/mL, exatiddo de 100,06% e teor de 94,02%; (4) método de eletroforese capilar
indicativo de estabilidade em comprimento de onda de 210 nm, eletrélito composto de
solucao tampao borato de sédio (50 mM) e SDS (80 mM), pH 8,5, obtendo-se tempo de
migracao médio de 4,6 minutos; a faixa linear foi de 20,0 a 100,0 pg/mL, exatidao de 99,45%
e teor de 93,92%. Os métodos desenvolvidos ndo apresentaram diferenca estatistica para
nivel de significancia maior que 5%, com exce¢cdo do método por UV. Foram realizados
estudos de estabilidade acelerada e de longa duracdo de amostras obtidas do poo/ do p6
das capsulas de FLU, aplicando-se os métodos de espectrofotometria na regido de UV,
CLAE e microbioldgico por difusdo em &gar para avaliagao do teor de FLU nas amostras e
foi verificado que a FLU degradou e perdeu atividade antimicrobiana. O ensaio de
dissolugao foi desenvolvido e validado utilizando dgua como meio de dissolugédo e cesto a
50 rpm. O perfil de dissolugdo obtido foi discriminativo e apresentou 6tima precisédo e
exatidao.
Palavras-chave: Flucloxacilina, CLAE, Controle de qualidade, EC, Ensaio microbiolégico,

Dissolugéo, Métodos analiticos, Penicilina, UV, Validagéo.



ABSTRACT

Flucloxacillin (FLU) is a semi-synthetic isoxazolilpenicillin, classified as resistant
penicillin to penicillinase staphylococal. It is active against Gram-positive, but not against
methicillin resistant Staphylococcus aureus. FLU is indicated to treat respiratory infections,
joints, toxic shock syndrome, skin, soft tissue, endocarditis and osteomyelitis and it can be
administered by mouth, intramuscular and intravenous via. The literature describes some
methods to analyse FLU in biologic fluids, its metabolites and pharmaceutical forms. In this
work, methodologies were developed and validated to qualitative and quantitative analysis of
FLU in capsules and also, stability studies were carried out. To qualitative analysis, thermal
analysis, infrared, ultraviolet spectrophotometry, thin layer chromatography and high
performance liquid chromatographic methods were studied, allowing the identification of
sample. To drug quantification, the following methods were validated: (1) Microbiological
assays by agar diffusion and turbidimetric methods, using Staphylococcus aureus ATCC
25923 and ATCC 25923 IAL 1606 organisms, with linear range from 1.5 to 6.0 pg/mL and
4.0 to 16.0 pg/mL, accuracy of 98.98 and 99.73% and potency of 94.32 and 96.25%,
respectively; (2) ultraviolet spectrophotometric method at 274 nm, using water as solvent;
with concentration linear range from 50 to 100 pg/mL, accuracy of 100.09% and quantitation
of 106.59%; (3) HPLC stability-indicating, using detection wavelength at 225 nm, mobile
phase consisted of fosforic acid (0.025 M) pH 5.5 methanol (40:60, v/v), with retention time of
4.5 minutes; linear range was from 20 to 80 pg/mL, with accuracy of 100.06% and
quantitation of 94.07% were obtained; (4) capillary electrophoresis stability-indicating method
at 210 nm, eletrolite consisted of borate buffer solution (50 mM) and SDS (80 mM), pH 8.5,
with linear range from 20 to 100 pg/mL, accuracy of 99.45% and quantitation of 93.92%. The
developed methods showed no statistical difference for a significance level greater than 5%,
except UV-spectrophotometric method. Acelerated and long-term stability studies to powder
obtained from pool of capsules were carried out applying the microbiological assay by agar
diffusion, UV spectrophotometric and HPLC developed methods to assess the content of
flucloxacillin in capsules and it was verified that FLU degraded and lost the biological activity.
The dissolution test was developed and validated using 900 mL of water as dissolution
medium and basket at 50 rpm. The dissolution profile obtained was discriminatory and it had
high precision and accuracy.

Key-words: Flucloxacillin, Analytical methods, Bioassay, CE, Dissolution, HPLC, Penicillin,
Quality control, Validation.
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As penicilinas sdo antibidticos com largo espectro de agéo, eficientes para um
grande numero de infecgdes, ativas principalmente contra bactérias Gram-positivas. Estes
farmacos revolucionaram o tratamento de doengas infecciosas desde que foram
descobertas em 1928 por Fleming (AMIN, 2001). Classificadas como antibi6ticos -
lactamicos devido a sua estrutura quimica, as penicilinas compreendem uma das classes de
farmacos melhor conhecidas mundialmente e ainda hoje contribuem para a manutencéo da
saude por tratarem doencas infecciosas em humanos e em animais (TAKADA et al., 2005).

As penicilinas possuem como nucleo formador, o acido aminopenicilanico, que
consiste de um anel tiazolidinico (A), ligado a um anel B-lactamico (B), que é ligado a cadeia
radical (R) (Figura 1.1). O nudcleo penicilanico é responsavel pela atividade biolégica,
transformacado metabdlica ou perda da atividade antibacteriana devido a alteragdo quimica
nesta porgdo da molécula. A cadeia radical das penicilinas altera a suscetibilidade destes
compostos a acdo das enzimas inativadoras (B-lactamases ou penicilinases), causam
mudangas na atividade antibacteriana, nas propriedades farmacoldgicas, terapéuticas e
fisico-quimicas da substancia. Diversas penicilinas naturais, entre elas a penicilina G,
podem ser produzidas, dependendo da composicdo do meio de fermentacdo usado para a
cultura do Penicillium (KADURINA et al., 2003; PETRI Jr, 20086).

Figura 1.1. Estrutura quimica do nucleo penicilanico.

A descoberta do acido 6-aminopenicilanico (6-APA) em 1957 (Figura 1.2), obtido de
culturas de Penicillium chrysogenum, precursor reduzido da cadeia radical, conduziu ao
desenvolvimento de penicilinas semissintéticas. O 6-APA é produzido em larga escala com
a ajuda da amidase do P. chrysogenum. Esta enzima divide o peptideo ligado a cadeia
radical da penicilina que é associado ao acido 6-APA (KADURINA et al., 2003; PETRI Jr,
2006).

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino
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Figura 1.2. Estrutura quimica do acido 6-aminopenicil&nico com o radical.

Desde a descoberta da penicilina, primeiro antibiético utilizado clinicamente em 1942,
diversas pesquisas tém sido realizadas com objetivo de melhorar a agcao e o espectro de
atividade antibacteriana, originando um grande numero de derivados antimicrobianos
semissintéticos (KADURINA et al., 2003). Antes da descoberta do 6-APA, a familia das
penicilinas era formada por dois membros (penicilinas G e V) e apds seu conhecimento,
mais de 20 compostos ja existiam na década de 1970. As modificagbes realizadas
originaram compostos que podem ser classificados em:

Grupo 1: Penicilinas sensiveis a penicilinase, representadas pela benzilpenicilina ou
penicilina G, fenoximetilpenicilina ou penicilina V, carbanicilina.

Grupo 2: Penicilinas resistentes a penicilinase, representadas pela meticilina, nafcilina,
oxacilina, dicloxacilina, cloxacilina, flucloxacilina.

Grupo 3: Penicilinas de espectro aumentado, representadas pela amoxicilina, ampicilina.
Grupo 4: Penicilinas antipseudomonas, representadas pela ticarcilina, azlocilina, piperacilina
e carbenicilina (SILVA, 2006; ROLINSON, GEDDES, 2007).

A flucloxacilina (FLU), membro mais recente do grupo das isoxazolilpenicilinas,
pertencente a classe das penicilinas semissintéticas, possui estreito espectro de acgéo, é
ativa contra bactérias Gram-positivas, incluindo estafilococos produtores ou nao de
penicilinases e estreptococos como, por exemplo, Streptococcus pneumoniae. Contra
Streptococcus pyogenes é menos eficaz que a benzilpenicilina, mas é ativa o suficiente para
ser utilizada quando este micro-organismo esta presente junto com estafilococos penicilina-
resistentes. A FLU ndo é ativa contra Staphylococcus aureus meticilina resistentes
(Methicillin resistant Staphylococcus aureus - MRSA) e Enterococcus faecalis (FRANK et al.,
1988; CHARLES et al., 1994; LANDERSDORFER et al., 2007; MARTINDALE, 2009).

A FLU é utilizada como antimicrobiano destinado ao uso infantil e adulto, disponivel
nas formas farmacéuticas capsula, pé para preparo de solucao oral e p6 para preparo de
solucdo aquosa injetdvel administrada por via intramuscular, endovenosa, infusdo
endovenosa, injecao intra-articular, intrapleural e inalagdo por nebulizador (MARTINDALE,
2009; BP, 2010c).

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino
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A FLU n&o faz parte do arsenal terapéutico no Brasil, mas € comercializada em
diversos paises europeus, latino-americanos, asiaticos e africanos.

A FLU é descrita nas Farmacopeias Portuguesa (FP, 2005) e Europeia (EP, 2011)
como matéria-prima e na Farmacopeia Britanica (BP, 2010a; BP, 2010c) como matéria-
prima e nas formas farmacéuticas de capsulas, p6 para preparo de solugédo oral e solugao
injetavel. Na literatura sdo encontrados diversos trabalhos relacionados com a sua atividade
farmacoldgica e avaliagdo de metabdlitos, concentracdo inibitéria minima e tipos de
administracdo que serdo apresentados na secédo 3.8. Existem trabalhos que descrevem a
determinacao deste farmaco em fluidos biol6gicos e em associacdo com outros farmacos,
mas ha poucos trabalhos relacionados a andlise quantitativa da FLU na forma farmacéutica
capsulas, bem como estudos de estabilidade, os quais também serdo apresentados na
secao 3.8.

Embora a FLU sdédica capsula possua monografia na Farmacopeia Britanica (BP,
2010c), estudo de dissolugdo nao estd apresentado. Os estudos de dissolugdo sao
importantes para determinar a quantidade da substéncia ativa declarada no rétulo, liberada
no meio de dissolugdo, quando o produto é submetido ao equipamento, nas condi¢coes
experimentais estabelecidas, para verificar se tal produto atende as exigéncias descritas em
sua monografia (FB 5, 2010). Os estudos de dissolugdo também sao importantes para
avaliar os efeitos combinados de diferentes formulagdes, avaliar as unidades dentro de um
mesmo lote e entre lotes diferentes (GAFFNER, 2006).
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2.1. Objetivo geral

Desenvolver e validar metodologias analiticas para a determinagdo qualitativa e

quantitativa, determinacdo da poténcia bem como estudos de estabilidade de FLU sodica

em capsulas.

2.1.1. Objetivos especificos

R/
0.0

R/
0'0

0/
0'0

Realizar andlise qualitativa de FLU sddica substancia quimica de referéncia (FLU-
SQR) e nas capsulas (FLU-capsulas) por meio das caracteristicas fisicas, analise
térmica, cromatografia em camada delgada, espectrofotometria na regido de
infravermelho e ultravioleta, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e
eletroforese capilar (EC).

Desenvolver e validar método de analise por espectrofotometria na regido UV para
determinacao quantitativa de FLU s6dica em capsulas.

Desenvolver e validar método de analise microbiolégica de FLU sédica em capsulas
utilizando o método de difusdo em &gar.

Desenvolver e validar método de analise microbiolégica de FLU sédica em capsulas
utilizando o método turbidimétrico.

Desenvolver e validar método de analise por CLAE para determinacao quantitativa
de FLU so6dica em capsulas.

Desenvolver e validar método de analise por eletroforese capilar (EC) para
determinacao quantitativa de FLU s6dica em capsulas.

Comparar estatisticamente os método propostos.

Avaliar a estabilidade de FLU sédica em capsulas frente a degradacao acida, basica,

oxidativa, térmica e fotolitica.

Realizar estudos acelerados e de longa duracao de estabilidade em camara climatica
para capsulas de FLU sddica.

Aplicar os métodos validados de CLAE, espectrofotometria na regido de UV e
microbioldgico, por difusdo em agar, nos estudos acelerados e de longa duracao da
estabilidade.

Desenvolver e validar ensaio de dissolugédo para capsulas de FLU sédica.
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3.1. Consideracoes gerais

As penicilinas sdo 0os mais antigos e mais importantes antibiéticos utilizados. Estes
farmacos fazem parte do maior grupo de antimicrobianos existentes, chamado de -
lactamicos, e podem ser destruidas por enzimas como amidase e penicilinase (atualmente
conhecida por B-lactamase). As penicilinas foram observadas por Abbess Hildegarde von
Bingen, no século XV, que as descreveu como “coisas boas” que cresciam ao lado das
arvores e que poderiam ser utilizadas em feridas (RANG et al., 2007; SAMANIDOU et al.,
2006). Mais tarde, Fleming redescobriu-as e as denominou.

As penicilinas receberam este nome por serem obtidas a partir do fungo Penicillium
notatum (KADURINA et al., 2003). O primeiro membro da familia das penicilinas,
benzilpenicilina (penicilina G) (Figura 3.1), foi descoberto em 1928 por Alexander Fleming,
ao observar a inibicdo do crescimento de Staphylococcus em placas contendo meio de
cultura solidificado, contaminado com Penicillium chrysogenum (formalmente conhecido
como Penicillium notatum). Entretanto, Fleming parou as pesquisas por acreditar que a
penicilina ndo teria atividade suficiente no corpo humano. Em 1939, Florey e Chain
conseguiram produzir a penicilina em grande quantidade, a partir do caldo nutriente, no qual
o fungo cresce e, comegaram a utiliza-la clinicamente em 1942, no Hospital da Universidade
de Yale e na Mayo Clinic (EUA). Ap6s a Segunda Guerra Mundial, em 1946, a penicilina foi
introduzida no mercado para tratamento de infeccbes causadas principalmente por
estafilococos e estreptococos (KADURINA et al., 2003; SAMANIDOU et al., 2006).

»Emf}%{ “CHy

-
0

Figura 3.1. Estrutura quimica da penicilina G.

De acordo com Rolinson e Geddes (2007), o fungo P. chrysogenum produzia nao
apenas uma penicilina, mas uma familia de penicilinas, designadas de X, G, F e K, diferindo
apenas na cadeia radical ligada ao anel B-lactamico tiazolidinico, que ficou conhecido como
nucleo penicilinico (Figura 1.1). Também foi verificado que a adi¢ao do &cido fenilacético ao
meio de fermentagdo do fungo P. chrysogenum resultou na obtencao da penicilina G, que
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possui a maior atividade antibacteriana. Diante destes resultados, foi concluido que o acido
fenilacético era o precursor do radical presente na penicilina G (grupo benzil).

Outras pesquisas mostraram que diferentes tipos de penicilinas sdo produzidas se
diferentes radicais sao fornecidos ao meio de fermentacao na forma de precursor. Foi desta
maneira que se obteve a penicilina V, que possui melhor estabilidade &cida e absorcao,
permitindo administracdo por via oral. As demais penicilinas obtidas desta maneira ndo
foram promissoras para uso clinico, demonstrando que a técnica de adigdo de precursor ao
meio de fermentacao é bem limitada (ROLINSON, 1988; ROLINSON, GEDDES, 2007).

Outro método para a obtencdo de novos tipos de penicilinas foi a modificacao
quimica na penicilina obtida naturalmente (penicilina X). Estas modifica¢cdes incluiam
alteracdes do grupo p-hidroxi do anel benzénico, facilitando a substituicdo por halogénios e
diversos azo-radicais, resultando em um grande numero de penicilinas semissintéticas, mas
também sem importancia clinica (ROLINSON, 1988; ROLINSON, GEDDES, 2007).

Entretanto, em 1957 foi descoberto o 6-APA, que € o nucleo das penicilinas
semissintéticas e, a partir dele muitos antibiéticos foram introduzidos na pratica clinica. O 6-
APA foi descoberto quando o acido p-aminofenil acético foi adicionado ao meio de
fermentagédo do P. chrysogenum como um precursor do radical presente no 6-APA. Outras
pesquisas foram realizadas e o 6-APA passou a ser produzido utilizando uma deacilase
obtida do Streptomyces lavendulae sendo a penicilina V, o substrato (ROLINSON,
GEDDES, 2007). Mais tarde, foi demonstrado que a cadeia radical da penicilina G também
pode ser removida de maneira similar com uma deacilase bacteriana e, pouco tempo
depois, um processo quimico para deacilacao foi desenvolvido (ROLINSON, 1988).

Diversas penicilinas derivadas do 6-APA surgiram. A feneticilina e propicilina sdo
analogos proximos a penicilina V e possuem melhor absorcao oral, mas apresentam menor
importancia que a ampicilina e a meticilina. A ampicilina possui amplo espectro de acéo e
pode ser administrada oralmente, enquanto que a meticilina é efetiva contra espécies de S.
aureus resitentes a penicilina G, mas com o inconveniente de ndo ser absorvida pelo trato
gastrintestinal, quando administrada oralmente (ROLINSON, 1988). A Figura 3.2 relaciona
algumas penicilinas com o seu surgimento e a Figura 3.3 apresenta as estruturas da cadeia
radical de algumas penicilinas.
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‘ Penicillium chrysogenum ‘
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Figura 3.2. Esquema da descoberta de algumas penicilinas.
Fonte: Rolinson, 1988.
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Figura 3.3. Estrutura quimica da cadeia radical de algumas penicilinas.

O ndcleo das penicilinas é formado por um anel tiazolidinico ligado ao anel B-
lactamico (Figura 1.1). O ndcleo penicilanico € responsavel pela atividade biolégica e a
cadeia radical tem relagdo com as propriedades antibacterianas, farmacoldgicas e de
estabilidade, além de controlar a suscetibilidade as penicilinases, que hidrolisam o anel -
lactamico, acarretando a inativagao das penicilinas (KADURINA et al., 2003).

A cadeia radical pode ser substituida por: (a) adicado de um elétron retirado do grupo
da cadeia lateral carbonila, 0 que aumenta a estabilidade acida; (b) adicdo de um radical
grande proximo ao anel B-lactamico, aumentando a resisténcia a inativacdo pelas (-
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lactamases e, (c) adicao de um grupo polar que aumenta a meia-vida do farmaco e o
espectro de agao incluindo as bactérias Gram-negativas (SAMANIDOU et al., 2006).

O espectro de atividade das penicilinas depende do radical que elas possuem, por
exemplo, a penicicilina G pode ser usada para bactérias Gram-positivas, entretanto, &
instavel no estbmago, devido a acidez e € rapidamente inativada pela B-lactamase; a
ampicilina foi a primeira penicilina desenvolvida com maior espectro de agédo contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas; amoxicilina melhorou o tempo de agéo e a
flucloxacilina, dicloxacilina e meticilina sdo ativas contra espécies de Staphylococcus
produtoras de B-lactamases (SAMANIDOU et al., 2006).

As penicilinas podem conter uma variedade de estruturas quimicas das cadeias
radicais, as quais estao relacionadas com sua atividade antimicrobiana, estabilidade
quimica, solubilidade e propriedades &cido-base. Os grupamentos quimicos podem ter
caracteristicas fortemente acidas (carboxilicos, sulfénicos) ou basicas (aminas,
aminotiazois) ligados a grupos com propriedades &cido-base fraca (fenois, amidas).
Portanto, de acordo com a combinacdo de seus grupos funcionais, estes antimicrobianos
podem exibir propriedades de um composto acido, basico ou anfotérico (ALEKSEEV, 2010).

A determinacdo exata das caracteristicas de equilibrio acido-basico € de grande
importancia, pois permite a sua especificacdo em solugcdo em diferentes valores de pH, por
exemplo, em nao dissociavel, cation, anion ou ion zwitterion. As penicilinas podem ser
divididas em antibiéticos acidos; anfotéricos com grupos carboxilicos e amina; anfotéricos
com grupos carboxilicos, amina e fenol; anfotéricos com grupos carboxilicos e aminotiazol e
basicos dependendo do tipo do envolvimento nas reacdes acido-base (ALEKSEEV, 2010).
Nufiez-Vergara e colaboradores (1988) relatam que as penicilinas sdo antibioticos acidos
fracos com ampla solubilidade lipidica, dependendo da natureza da cadeia radical.

Como pode ser notado, a partir do descobrimento do 6-APA muitas penicilinas
semissintéticas foram produzidas sem a garantia de que teriam vantagens em relacao as
penicilinas G e V, mas em virtude da resisténcia estafilocdcica as penicilinas, e das demais
bactérias multirresistentes, a busca por novos produtos continuou e o desenvolvimento de
antimicrobianos efetivos para tratar tais infecgdes tem sido motivo de intensas pesquisas na
area farmacéutica (ROLINSON, GEDDES, 2007).

Silveira e colaboradores (2006) complementam que a resisténcia bacteriana a
antibidticos e agentes quimioterapicos causa importantes restricbes ao tratamento destas
infec¢des pois, de acordo com Nicolaou e colaboradores (1999) e Walsh (2000), através da
transferéncia genética, a resisténcia pode se disseminar rapidamente, atingindo

enterococos, estafilococos e estreptococos, ameagando a populagéo.
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De acordo com Varaldo (2002), um teste de resisténcia in vitro a um antimicrobiano,
justifica 0 seu ndo uso frente a uma infec¢do, pois quando um teste de suscetibilidade in
vitro indica que o isolado clinico & resistente ao antimicrobiano, muito provavelmente o
tratamento ndo terd sucesso. Porém, se o teste de suscetibilidade in vitro indica que o
isolado clinico é sensivel e o antimicrobiano é utilizado, ndo ha garantia de que a terapia
sera promissora, uma vez que os resultados clinicos dependem de outros fatores como, por
exemplo, local da infeccdo, propriedades farmacolégicas do antimicrobiano, doencas
associadas entre outros). Portanto, testes de suscetibilidade in vitro sdo Uteis, mas nao
decisivos para a pratica clinica

Assim sendo, a busca de novos antibiéticos e antimicrobianos mais seguros e
eficazes representa um avancgo para melhorar a qualidade de vida e a participagdo em um

mercado em constante crescimento.

3.2. Sintese da flucloxacilina

Penicilinas semissintéticas sdo produzidas a partir da benzilpenicilina natural, via
rompimento enzimatico da cadeia radical, seguida da adicdo quimica de um grupo acil e, de
maneira geral, possuem espectro de acao estendido em relacdo as penicilinas G e V
(ROLLINSON, 1988; SAMANIDOU et al., 2006).

A primeira penicilina semissintética estavel a penicilinase estafilococica e efetiva
clinicamente contra Staphylococcus aureus penicilina-resistente foi a meticilina, em 1960.
Entretanto, a meticilina apesar de ser ativa contra S. aureus resistente, € menos ativa contra
espécies de S. aureus sensiveis as penicilinas G ou V, em decorréncia de sua estabilidade a
penicilinase, ou seja, o fato de a meticilina ter pobre afinidade a enzima faz com que ela
também possua menor afinidade ao alvo de acao na célula bacteriana. Este fato, associado
a pouca absorcao oral, conduziu a pesquisas de novos compostos, surgindo a naficilina e o
grupo isozaxolilpenicilinas (oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina e flucloxacilina) (Figura 3.4)
(ROLINSON, 1988; ROLINSON, GEDDES, 2007). O membro mais antigo da familia das
isoxazolilpenicilinas é a oxacilina, seguida da cloxacilina, dicloxacilina e FLU
(SUTHERLAND et a., 1970).
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Figura 3.4. Estrutura quimica das isoxazolilpenicilinas: R; = R, = H, oxacilina; Ry = Cl, R, = H,

cloxacilina; Ry = R, = Cl, dicloxacilina; Ry = F, R, = Cl, flucloxacilina.

Em 1962 a meticilina foi substituida pela cloxacilina que se mostrou mais ativa e com
a possibilidade de administracao oral e parenteral. Porém, a cloxacilina também nao foi bem
absorvida pelo trato gastrintestinal e em 1970 foi substituida pelo seu analogo, FLU, que
produz niveis orais e livres maiores entre todas as isoxazolilpenicilinas. A melhora na
absorcao oral das isoxazolilpenicilinas € devido a introdugdo dos grupos halogénicos na
cadeia radical (NUNEZ-VERGARA et al., 1988; ROLINSON, 1988; ROLINSON, GEDDES,
2007).

A FLU (Figura 3.5) é uma penicilina semissintética classificada como penicilina
resistente a penicilinase estafilocécica e possui estreito espectro de agao (CAREY, van
PELT, 2005).

Embora a FLU nao seja comercializada no Brasil, é prescrita em diversos paises
europeus, latino-americanos, asiaticos e africanos. Na Austrélia e Reino Unido é o agente
anti-estafilocécico mais utilizado. Porém, nos Estados Unidos, os agentes anti-
estaficococicos de escolha sao naficilina e oxacilina (CAREY, van PELT, 2005;
LANDERSDORFER et al., 2007).
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Figura 3.5. Estrutura quimica da flucloxacilina sodica.
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3.3. Mecanismo de acao das penicilinas

As penicilinas possuem acao bactericida por inibir a biossintese da parede celular
bacteriana, interferindo na formagédo do peptideoglicano, através de um mecanismo que
envolve: (a) ligacado do anel B-lactamico as proteinas receptoras das penicilinas (PBPs), uma
vez que as penicilinas sdo parecidas com a alanina terminal do peptideoglicano e age como
um substrato para PBPs; (b) inibicdo da sintese da parede celular, como resultado da
ligacao cruzada das cadeias peptidicas do peptideoglicano e o componente necessario para
a integridade da parede celular ndo € produzido, uma vez que as PBPs ndo estéo
disponiveis para catalisar a ligagdo cruzada; (c) morte celular devido a lise bacteriana
induzida pela inativacéo do inibidor da enzima autolitica presente na parede celular (PAGE
at al., 1999; KADURINA et al., 2003; PETRI Jr, 2006; SILVA, 2006; SAMANIDOU et al.,
2006; ALY, AMIN, 2007; RANG et al., 2007).

O peptideoglicano é um heteropolimero formado por grandes cadeias de
polissacarideos e peptideos e é responsavel pela rigidez e forma da parede celular
bacteriana, além de fornecer protecdo a osmdlise quando em meio hipotdnico, portanto,
guando sua formacgao € inibida, a bactéria perde sua defesa natural (SILVEIRA et al., 2006).

3.4. Resisténcia e sensibilizacao as penicilinas

As penicilinas podem causar alergia e provocar multirresisténcia bacteriana e, por
isso, seu uso € estritamente regulamentado por autoridades da industria farmacéutica
(TAKADA et al., 2005).

Os principais efeitos adversos das penicilinas sao reagdes de hipersensibilidade
causadas pelos seus produtos de degradacao, que se combinam as proteinas plasmaticas e
teciduais do hospedeiro e se tornam antigénicos (RANG et al., 2007). A instabilidade do anel
B-lactamico é responsavel pela sua abertura permitindo que o grupo carbonil forme liga¢des
amidicas com o0s residuos de grupos amino da lisina em proteinas adjacentes e o
determinante antigénico benzil peniciloil (determinante maior da penicilina) é formado.
Também sao formados componentes menores da penicilina que podem induzir respostas
IgE-mediadas participando de reagbes anafilaticas. Os determinantes menores sao: benzil
penicilina, benzil peniciloato (hidrélise alcalina) e benzil peniloato (hidrélise acida). Em
virtude de a cadeia lateral das diferentes penicilinas também induzir a produgéo de
anticorpos IgE, que s&o clinicamente significativos, as penicilinas podem apresentar
reatividade cruzada, ndo somente devido aos seus anéis B-lactamico e tiazolidinico, mas
também pelos determinantes comuns ou semelhantes na estrutura quimica da cadeia lateral
(GELLER et al., 2006).
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As penicilinas eram efetivas contra todos os tipos de infec¢cdes causadas por
bactérias Gram-positivas (estafilococos e estreptococos), porém, algumas espécies de
estafilococos resitentes surgiram imediatamente ap6s a introdug¢do da penicilina em 1947 e,
nos ultimos anos mais de 80% das espécies de S. aureus sao resistentes (SAMANIDOU et
al., 2006), demonstrando a necessidade da busca constante por novos produtos
antibacterianos.

As bactérias tornam-se resistentes as penicilinas através dos seguintes mecanismos,
decorrentes do modo de acdo destes antibidticos: (a) inativacdo enzimatica pelas -
lactamases biossintetizadas pelas bactérias; (b) reducdo da permeabilidade da parede
celular bacteriana as penicilinas, e dessa maneira, ndao conseguem chegar ao alvo de
ligacdo, representados por proteinas especificas; (c) alteragdes conformacionais nas
proteinas de ligacao das penicilinas, bloqueando a agao antimicrobiana e (d) aparecimento
da tolerancia através do desenvolvimento de proteinas de ligacdo das penicilinas de alto
peso molecular com afinidade diminuida pelo antimicrobiano. Estas proteinas sdo adquiridas
por recombinacdo homologa entre os genes das proteinas de ligacdo das penicilinas de
diferentes espécies bacterianas (PETRI Jr, 2006; SILVA, 2006).

Midtvedt (2010) complementa que o mecanismo mais eficaz de resisténcia aos
antibiéticos B-lactamicos é a expressao das B-lactamases. Estas enzimas hidrolisam o anel
B-lactamico utilizando uma serina residual (como as classes A, C e D B-lactamases) ou uma
molécula de zinco (classe B, também chamada de metalo-B-lactamases, MBLs).

Ha diversos tipos de B-lactamases produzidas por diferentes micro-organismos, por
exemplo, S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, espécies de Klebsiella, Enterobacter e
Bacterioides, além de E. coli, espécies de Proteus, Branhamella catarrhalis, Haemophilus
influenzae e N. gonorrhoeae. B-lactamases produzidas por estafilococos sdo exoenzimas com
afinidade principalmente para as penicilinas, ja as B-lactamases de espécies Gram-negativas
séo capazes de destruir penicilinas e/ou cefalosporinas (STERNBACH, VARON, 1992).

Em virtude do surgimento de bactérias resistentes, a necessidade de novas
substancias capazes de inibir, em concentra¢des baixas, o desenvolvimento bacteriano de
uma ou mais espécies de micro-organismos resistentes, tem levado a uma intensa busca de
agentes antimicrobianos de origem natural, semissintética ou sintética cada vez mais
eficientes (SILVEIRA et al., 2006).

3.5. Mecanismo de acao e indicacoes da flucloxacilina

A FLU possui mecanismo de acao por interferir na biossintese do peptideoglicano
que € formado por cadeias dissacaridicas unidas por cadeias peptidicas. A FLU, assim
como os demais [-lactdmicos, inibe as transpeptidases (enzimas responsaveis pela
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clivagem da D-alanina terminal das cadeias peptidicas) impedindo as ligagcées cruzadas
entre as cadeias vizinhas e entdo, o peptideoglicano ndo se forma e o resultado é a morte
da bactéria (LIU et al., 2005; SILVA, 2006).

A presenca do grupo isoxazolil na cadeia radical do nucleo penicilanico facilita a
resisténcia a B-lactamase, porque as isoxazolilpenicilinas séo relativamente intolerantes ao
impedimento estérico da cadeia radical (SAMANIDOU et al., 2006).

A FLU é utilizada em infecgdes causadas por estafilococos resistentes a
benzilpenicilina, ou seja, produtores de B-lactamase ou penicilinase, como S. aureus; contra
estafilococos e estreptococos nao produtores de penicilinases; contra Streptococcus
pyogenes a FLU é menos ativa que a benzilpenicilina, mas € util quando este micro-
organismo esta associado aos estafilococos penicilina-resistentes. Entretanto, a FLU néo €
ativa contra MRSA e Enterococcus faecalis, mas é ativa contra S. aureus sensivel a
meticilina (Methicillin sensitive Staphylococcus aureus - MSSA) (LANDERSDORFER et al.,
2007; MARTINDALE, 2009). A FLU, de maneira geral, € inativa contra micro-organismos
Gram-negativos (SUTHERLAND et al., 1970) como pode ser visto na Tabela 3.1.

A FLU é tipicamente prescrita para tratamento de infeccdes de articulagbes, pele,
tecidos moles, trato respiratorio, sindrome do choque toxico, endocardite e osteomielite. O
uso de FLU tem sido preferivel ao uso de glicopeptideos contra MSSA para controlar o
desenvolvimento de resisténcia a vancomicina. Também pode ser administrada associada a
outros antimicrobianos, como amoxicilina, para aumentar o espectro de atividade; acido
fusidico para infecgdes estafilococicas graves causadas por micro-organismos resistentes a
penicilina e em osteomielite, uma vez que se concentra nos ossos (LIU et al., 2005;
LANDERSDORFER et al., 2007; MARTINDALE, 2009).

A bula de Floxapen® medicamento utilizado neste trabalho, salienta que a FLU
capsula é indicada para tratamento de infec¢des do trato respiratdrio, como garganta e nariz
(amidalite, faringite, inflamacbes dos seios paranasais), infeccbées de ouvido, das vias
urinarias, cutaneas e feridas infeccionadas (Floxapen, 2009).

Ball (1982) indica FLU para infeccao pds-operatoria, quando a infec¢do da ferida
cirurgica for causada por estafilococos, entretanto, se enterobactérias aerdbicas resistentes,
como Proteus spp. e bactérias anaerobicas como B. fragilis, estiverem presentes, sera
necessario incluir outro antimicrobiano a terapia. Este autor também indica FLU para
tratamento de septissemia causada por estafilococos penicilinas-resistentes e para
endocardite causada por S. aureus ou S. epidermidis. O inicio do tratamento deve incluir
FLU juntamente com o &cido fusidico. Esta associagao é muito utilizada no Reino Unido.

O uso de FLU resulta em morte bacteriana mais rapida contra MSSA. Este

antimicrobiano possui toxicidade menor que a vancomicina, portanto, € a opcao preferida
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para o tratamento de infeccdes severas causadas por bactérias ndo resistentes.
Geralmente, ndo ha necessidade de monitoracdo dos niveis deste farmaco em fluidos
corpéreos durante seu uso. Além desta vantagem, a FLU apresenta custo inferior de
administracao de infusdo continua em relagdo ao mesmo modo de administracdo da
vancomicina (LEDER et al., 1999; ULLDEMOLINS et al., 2010).

3.6. Farmacocinética e farmacodinamica da flucloxacilina

Enquanto a farmacocinética descreve a absorcdo, distribuicdo, metabolismo e
excregdo, a farmacodindmica se relaciona com a concentragao-efeito bactericida, efeitos
causados apos a administrag@o e estudos em animais, in vitro e em humanos (WISE, 2003).

A FLU pode ser administrada por via oral, intramuscular, endovenosa, intrapleural,
intra-articular e por nebulizagdo para adultos, criancas e recém-nascidos e a dose difere
dependendo do patégeno, do tipo de infeccao e do paciente (RANG et al., 2007; KADURINA
et al., 2003; PULLEN et al., 2007, MARTINDALE, 2009).

A FLU é classificada como antibiético acido, uma vez que contém um grupo
carboxilico em sua estrutura. O valor de pKa é 2,76, determinado a 37 °C em KCI 0,15 M,
por titulacdo potenciométrica. Este tipo de composto comporta-se como acido organico em
solucao aquosa (ALEKSEEV, 2010).

Embora a biodisponiblidade de B-lactdmicos ndo seja 100% uma vez que sua
absorcao é parcial devido ao metabolismo hepatico de primeira ordem (BERGMAN et al.,
2007), a absorcao da FLU por via gastrintestinal € adequada e melhor que para cloxacilina,
porém é reduzida pela presenca de alimentos no estémago. A concentragcdo maxima (Cax)
no plasma ocorre cerca de 1 hora ap6s a administragdo oral ou 30 minutos apos
administracao intramuscular (IM) e € aumentada na presencga de probenecida. A meia-vida
plasmatica deste farmaco é de aproximadamente 1 hora e em recém-nascidos é maior. A
FLU é distribuida pelos tecidos, sendo encontrada nos 0ssos, leite materno, liquido pleural e
sinovial; atravessa a placenta e possui pouca difusdo no liquido cérebro-espinhal, exceto
guando as meninges estao inflamadas (MARTINDALE, 2009).

Apesar de existirem outros parametros relevantes para estudos farmacocinéticos e
farmacodinamicos, ha trés que sao utilizados com maior frequéncia, pois podem ser
influenciados pela escolha do composto ou pelo regime de dose: a propor¢do da
concentracdo maxima do antimicrobiano no soro e a concentragdo inibitéria minima (CIM)
(Cma/CIM); a area sob a curva tempo-concentragéao do antimicrobiano no soro por 24 horas
(AuC/C»,) e 0 tempo em que a concentracdo do antimicrobiano no soro permanece maior
que a CIM (T>CIM) (FRIMODT-M@JLLER, 2002; WISE, 2003). Para estes parametros, a
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relacdo com a CIM do patégeno é a chave do efeito, mas é importante relembrar que a CIM
nao é capaz de predizer o efeito em todos os casos (FRIMODT-MJLLER, 2002).

Wise (2003), ressalta que para o estudo da CIM frente ao micro-organismo, o
antimicrobiano estd em concentracdo constante enquanto que, in vivo a concentragcao do
antimicrobiano varia de acordo com suas caracteristicas farmacocinéticas. Além disso, a
CIM nao representa a real atividade farmacodinamica.

A atividade farmacolégica da FLU esta relacionada com a concentragdo que excede
a CIM do patégeno. Assim sendo, o comportamento farmacocinético-farmacodinadmico é
tempo dependente, ou seja, a eficicacia da FLU depende do tempo em que a sua
concentracao livre no plasma (ndo ligada as proteinas e, portanto, farmacologicamente
ativa) excede a CIM (T>CIM), e este tempo € o ponto final do efeito farmacodinamico. Em
geral, para medicamentos com este comportamento, a concentragao deve ser 4 ou 5 vezes
o valor da CIM (LEDER et al., 1999; PULLEN et al., 2006; ZHOU et al., 2007; BERGMAN et
al., 2007; McWHINNEY et al., 2010; ULLDEMOLINS et al., 2010).

Para 6tima atividade antibacteriana das penicilinas, T>CIM tem sido demonstrado ser
50-60% dos modelos in vitro e animais in vivo, ou seja, para 6tima atividade é necessario
que a concentragéo da penicilina livre no plasma exceda a CIM em pelo menos 50%. Em
recém-nascidos, T>CIM deve ser pelo menos 40% (PULLEN et al., 2006; ULLDEMOLINS et
al., 2010). Pacifici e colaboradores (2009) complementam que T>CIM para penicilinas deve
ser de 30-40% em adultos e 40-50% em recém-nascidos.

Tipicamente, a CIMgy de FLU é < 0,5 pg/mL para S. aureus meticilina sensivel
(LEDER et al., 1999; LANDERSDORFER et al., 2007) e para S. aureus meticilina sensivel
tipo selvagem, a CIM deve ser 2 mg/L, dados relatados pelo European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) e Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (ULDEMOLINS et al., 2010). De acordo com Frank e colaboradores (1988), a CIM
para S. aureus produtor de penicilinase varia de 0,25-5,0 yg/mL.

Sutherland e colaboradores (1970) apresentam um trabalho comparando a CIM da
FLU, cloxacilina e benzilpenicilina para alguns micro-organismos, como pode ser visto na
Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Concentragéo inibitéria minima da flucloxacilina, cloxacilina e benzilpenicilina

CIM (pg/mL)
Micro-organismo FLU CcLO BENZ
Staphylococcus aureus * 0,1-0,25 0,1-0,25 0,02
Staphylococcus aureu ** 0,25-0,5 0,25-0,5 > 50
Streptococcus pneumoniae 0,25 0,25-0,5 0,01
Streptococcus faecalis 25,0 25,0 5,0
Bacillus subitilis 0,5 0,5 0,1
Bacillis antracis 0,5 0,5 0,05
Sarcina lutea 0,25 0,25 0,005
Listeria monocytogenes 1,25 1,25 0,05
Clostridium tetani 0,25 0,5 0,02
Corynebacterium diphtheriae 0,25 0,1 0,02
Neisseria gonorrhoeae * 0,1 0,1 0,01
Neisseria gonorrhoeae ** 2,5 2,5 0,1
Neisseria miningitidis 0,1 0,1 0,01
Haemophilus influenzae 5,0-125 12,5 -25,0 0,5
Pastorella séptica 12,5 12,5 0,1
Brucella abortus 5,0 5,0 0,1
Excherichia coli > 500 > 500 50,0
Salmonella typhi > 500 500 5,0
Shigella sonnai > 500 500 12,5
Klebsiella aerogenes > 500 > 500 > 500
Pseudomonas aeroginosa > 500 > 500 > 500
Vibrio cholerae 500 250 1,25

FLU = flucloxacilina; CLO = cloxacilina; BENZ = benzilpenicilina; CIM = concentragdo inibitéria

minima; * sensivel a penicilina; ** resistente a penicilina.

A FLU possui alta ligagéo as proteinas plasmaticas (aproximadamente 95%) e quando
comparada com a oxacilina, cloxacilina e dicloxacilina, a relagdo dos niveis séricos
decorrentes de uma dose oral, foi 4:1:2:4, respectivamente, e quando a ligagao as proteinas
plasmaticas foi levada em consideracdo, a relagdo foi 4:1:2:2, respectivamente
(SUTHERLAND et al., 1970). Este fato pode estar associado a eliminagéo renal e extra renal
mais lenta da FLU (MURAI et al., 1983).
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Em relagdo a administragcao por via IM, os niveis séricos e os niveis de FLU nao ligada
as proteinas, foram superiores quando comparado com oxacilina, cloxacilina e dicloxacilina
(SUTHERLAND et al., 1970).

De acordo com Bodey e colaboradores (1972), a FLU apresenta-se em torno de 93%
ligada as proteinas plasméaticas e a sua excregdo urinaria apos dose oral de 500 mg é de
40% e, apds dose intramuscular de 250 mg, € de 61%.

Bergan e colaboradores (1986), preocupados com a ligagdo da FLU as proteinas
plasmaticas, avaliaram sua penetracao em bolhas de suc¢édo na pele e na linfa periperal, e
constataram que, apesar de a FLU ter em torno de apenas 4-5% na forma livre para
atravessar o tecido vascular, este produto teve uma penetracao tecidual muito boa, refletido
na sua concentracdo nos locais avaliados. Concentracdo esta, que pode ser comparada
aquela demonstrada por outras penicilinas que possuem baixa ligagcdo as proteinas
plasmaticas como meticilina (5%), ampicilina (15 %) e amoxicilina (15%).

As penicilinas sao ligadas apenas a albumina e mostram um ritmo de eliminagao do
espaco extravascular mais rapido que a eritromicina, por exemplo. A ligacdao da FLU a
albumina extravascular balanceia a sua alta ligacao as proteinas plasmaticas, pois, uma vez
que a molécula esta livre, € possivel atravessar o revestimento vascular e se ligar a proteina
extravascular, albumina, e entdo penetrar o conjunto extravascular de moléculas que agem
como ligantes, explicando porque os antibiéticos com alta ligacao as proteinas plasmaticas
podem alcancar altos niveis extravasculares e um ritmo de penetracdo que excede a maioria
dos antibiéticos nao ligados ao soro (BERGAN et al., 1986).

Embora as penicilinas tenham largo espectro de acado, a ocorréncia de espécies
bacterianas clinicamente importantes produtoras de 3-lactamases, tem limitado o uso destes
antibibiéticos, fazendo muitas vezes ser necessaria a associacao entre penicilinas ou outros
compostos como acido clavulanico. A FLU pode ser administrada em combinagdo com a
amoxicilina e 4cido fusidico, por exemplo, a fim de aumentar seu espectro de acao (LIU et
al., 2005).

A dose recomendada para FLU é bastante variavel. Herngren e colaboradores (1987)
sugerem que para o tratamento de septissemia neonatal causada por S. aureus, pode ser
administrada uma dose de 50 mg/kg na forma injetavel, mas apds estudos farmacocinéticos,
foi observado que para este tipo de infecgdo, dose de 50 mg/kg administrados oralmente
pode ser uma alternativa a via parenteral. Vargas e colaboradores (2004) sugerem que para
cirurgia de revascularizagao cardiopulmonar em recém-nascidos, uma dose de 30 mg/kg de
FLU associada a amoxicilina deve ser administrada no momento da inducédo da anestesia e

em seguida, 30 mg/kg a cada 8 horas, durante as 48 horas que seguem a cirurgia.
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Pullen e colaboradores (2006) sugerem que, para recém-nascidos, a dose de FLU
deve ser maior e mais frequente no inicio do tratamento e a infusdo continua seria uma
alternativa a administragao intermitente pelo fato da FLU ser estavel em temperatura ambiente
por 24 horas. A dose inicial sugerida pelos autores é de 25 mg/kg/4h e seria reduzida para 10
mg/kg/6h quando estafilococos coagulase negativo séo isolados. Zhou e colaboradores (2007)
sugerem uma dose oral de FLU de 250 mg/6h para adultos. Landersdorfer e colaboradores
(2007) sugerem, para infecgdes sérias, dose de 8 g/dia, sendo 2 g administrados 3 ou 4
vezes/dia, dose esta recomendada no Reino Unido e Alemanha.

Em 2009, Pacifici e colaboradores apresentaram uma revisdo sobre estudos
farmacocinéticos realizados em recém-nascidos e recém-nascidos prematuros. Estes autores
descrevem que encontraram apenas trés estudos farmacocinéticos (HERNGREN et al., 1987;
VARGAS et al., 2004; PULLEN et al., 2006), e verificaram que ha concordancia entre eles em
relacdo a dose de FLU administrada (25-50 mg/kg a cada 8 ou 12 horas). Porém, um grupo
holandés discorda argumentando que a dose citada ndo resulta em concentracao plasmatica
eficaz para o tratamento de infec¢des causadas por S. aureus e sugere uma dose inicial de 25
mg/kg a cada 4 horas. Esse tempo de administragdo também é diferente daquele
recomendado pelo Formulario Nacional Britanico para Criangas, para tratamento de recém-
nascidos na primeira semana, que € de 12 horas (PACIFICI et al., 2009).

De acordo com o laboratério Actavis Group, a dose de FLU depende da idade, peso,
funcéao renal do paciente e da severidade da infeccao. Para adultos e jovens é recomendado
250 mg a cada 6 horas. Nos casos de osteomielite e endocardite, a dose recomendada €
acima de 8 g/dia, divididos em doses administradas a cada 6 ou 8 horas. Para profilaxia
cirurgica, a dose € 1-2 g por via intravenosa (iv) durante a inducéo da anestesia, seguida por
500 mg a cada 6 horas por via iv, im ou oral, durante 72 horas. Para criancas abaixo de 2
anos, é indicado 4 da dose de adultos e, para criancas de 2-10 anos, 2 dose de adulto é
recomendada (http://www.medicines.org.uk).

Martindale (2009) recomenda dose de FLU por via oral ou im de 250 mg/6h; dose iv
de 0,25-1,0 g/6h, por infusdo lenta (3-4 minutos), mas toda dose pode ser dobrada em caso
de infecgbes severas, alcangando até 8 g/dia divididos em 3 ou 4 doses em caso de
osteomielite. Para endocardite podem ser administrados 8 g/dia, divididos em 4 doses para
pacientes com peso de até 85 kg ou 12 g/dia, divididos em 6 doses, caso o paciente tenha
mais de 85 kg. Ball (1982) recomenda que celulite causada por S. aureus deve ser tratada
inicialmente por forma farmacéutica injetével e, depois por via oral e a dose de FLU seria,
pelo menos, 500 mg/6h. Para outros tipos de infeccdes bacterianas, é indicado uma

combinagéo com acido fusidico em dose de 500 mg/8h.
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Leder e colaboradores (1999) adotam como rotina, dose de FLU de 2 g IV a cada 4-6
horas em caso de infecgéo estafilocdcica séria, em adultos. Ritchie e colaboradores (2007)
relatam que dose de 8-12 g/dia de FLU administrados por iv em pacientes adultos é efetivo
para o tratamento de meningite causada por MSSA.

Outras maneiras de administracdo da FLU em combinagcdo com a terapia sistémica
sdo0: injegao intra-articular em dose de 250 a 500 mg diariamente, injecao intrapleural em
dose didria de 250 mg e inalagao por nebulizacao 4 vezes ao dia em dose de 125 a 250 mg
(MARTINDALE, 2009).

Em estudo de farmacocinética realizado por Herngren e colaboradores (1987) que
utilizou o método microbiolégico por difusdo em agar para avaliar a concentracéo de FLU no
sangue e urina, foi verificado que a meia vida de eliminagdo da FLU em neonatos, apos
administracao |V, foi maior que em adultos saudaveis e idosos, ou seja, 278, 46-53 e 91
minutos, respectivamente. O clearance corporal total por kg foi menor que para adultos
saudaveis, ou seja, 0,744 mL/min/kg contra 1,3-1,74 mL/min/kg. Estes resultados podem ser
devido a diminuicdo do clearance renal. Entretanto, o clearance nao renal de recém-
nascidos, adultos e idosos foi muito proximo, 0,563, 0,49 e 0,535 mL/min/kg,
respectivamente, demonstrando que o figado dos recém-nascidos tem capacidade similar
ao dos adultos. A fracdo de FLU excretada na urina foi menor que 30%. A distribuicdo do
volume de FLU livre em neonatos foi muito préximo ao de idoso, 1,74 e 1,90 L/kg,
respectivamente. Em relacdo a administracdo oral, a biodisponibilidade de FLU foi menor
que em adultos, mas teve uma boa correlagcdo entre o ritmo de eliminagdo para
administracao oral e intravenosa e a meia vida de eliminagao foi significantemente menor.

Vargas e colaboradores (2004) realizaram estudo farmacocinético da FLU, por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, em bebés com peso inferior a 5 kg durante cirugia
de revascularizacao cardiopulmonar e verificaram que a meia vida da FLU e o volume de
distribuicdo sdo aumentados e o clearance € diminuido, mas apesar disso a concentragao
de FLU encontrada no soro e no musculo foi acima da CIM (2 mg/L no soro e 1 mg/kg no
musculo, ambos para S. aureus meticilina sensivel), e, portanto, uma dose de 30 mg/kg
administrada por via iv antes da cirurgia € suficiente para assegurar a atividade da FLU.

A FLU é metabolizada pela enzima CYP3A4 e produz trés metabdlitos conhecidos
por &cido peniciloico de flucloxacilina, 5-hidroximetil flucloxacilina e acido peniciloico de 5-
hidroximetil flucloxacilina (sendo que os dois Ultimos séo ativos), encontrados no soro, urina
e bile, indicando que sao relativamente estaveis e podem atingir locais diferentes de sua
producao (THIJSSEN, 1980; EVERETT et al., 1989; CAREY, van PELT, 2005).

Os metabdlitos ativos das isoxazolilpenicilinas, inclusive da FLU, s&o formados pela
hidroxilagdo do grupo 5-metil do sistema do anel isoxazol e esta reagdo provavelmente é
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catalisada pela monooxigenase presente principalmente no figado (THIJSSEN, 1979). O
acido peniciloico derivado da FLU também pode ser formado por outras maneiras, como por
exemplo, ser enzima mediado, ou por causa das condi¢oes micro-ambientais no local de
sua geracgao (CAREY, van PELT, 2005).

A FLU e seus metabdlitos sdo eliminados na urina por filtracdo glomerular e secregéao
tubular renal (MARTINDALE, 2009), lembrando que a filtragdo glomerular pode ser baixa
devido a alta ligagéo as proteinas (PULLEN et al., 2006). Aproximadamente 66% da dose
oral e 76% da dose parenteral sdo excretadas na urina em 8 horas e pequenas quantidades
sdo excretadas na bile. A FLU ndo é removida por hemodidlise ou didlise peritoneal
(MARTINDALE, 2009).

Huwyler e colaboradores (2006) complementam que a FLU é excretada na urina
predominantemente como substancia parente (65% da dose administrada) ou como
metabdlitos (15% da dose adminstrada).

Pullen e colaboradores (2006) realizaram um estudo para avaliar a farmacocinética e
a dose de FLU, e verificaram que a FLU é também eliminada por uma via nao renal, ou seja,
por via metabdlica, corroborando com Huwyler e colaboradores (2006). Cerca de 30-40% do
clearance plasmatico em adultos sadios € por via ndo renal, sendo que a formagao do acido
peniciloico inativo parece ser a principal rota pela qual as penicilinas sdo metabolizadas,
mas outras rotas também existem e metabdlitos ativos sdao formados, porém, em pequenas
quantidades (cerca de 10% em adultos).

Os metabdlitos ativos da FLU possuem atividade antimicrobiana ndo muito diferente
daquela do composto aparentado, portanto, ndo é esperado que os metabdlitos tenham
influéncia positiva ou negativa no resultado da terapia e, também é improvavel que a
presenca destes metabdlitos permitiria uma estimativa incorreta da concentracao de FLU no
soro ou urina. Além disso, sua formacao independe do modo de administragdo (oral ou
endovenosa) (PULLEN et al., 2006; THIUSSEN, MATTIE, 1976).

3.7. Reacoes adversas da flucloxacilina

A toxicidade da FLU é baixa. Efeitos adversos incluem diarreia, ndusea, brotoeja,
urticaria, dor e inflamagao no local de injecado, superinfec¢ao (incluindo candidiase), alergia,
aumento transitério das enzimas hepaticas e bilirrubina (HUWYLER et al., 2006; GUJRAL et
al., 2009).

A FLU frequentemente causa injaria hepatica severa, caracterizada pela hepatite
colestatica atrasada, com recuparacao lenta, e € associada a formacgao de dutos no figado.
Os metabdlitos acido peniciloico de FLU e acido peniciloico de 5-hidroximetil flucloxacilina,
sdo provavelmente os responsaveis pela formagdo dos dutos no figado através da
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conjugagao as proteinas, via abertura do anel B-lactdmico que ocorre facilmente em pH
alcalino, mas €& muito mais lenta em condi¢des fisiologicas. As diferentes localizacoes
subcelulares dos dutos de FLU sugerem que a ativagdo ocorre em um local na célula e que
o metabdlito migra deste local ou, que a ativacao ocorre em diversos locais na célula. A
conjugagao das penicilinas as proteinas através da abertura do anel B-lactdmico ocorre
predominantemente no grupo lisina presente nas proteinas (CAREY, van PELT, 2005).

A hepatite colestética parece ser mais comum em mulheres e a incidéncia aumenta
de acordo com a idade do paciente e com o tempo do tratamento. A incidéncia de injdria no
figado induzida pela FLU tem sido estimada em 8,5 por 100000 novos usuarios nos
primeiros 45 dias de tratamento, podendo ser severa com mortalidade em torno de 1 em 20
e, em alguns casos pode ser necessario transplante. O mecanismo pelo qual ocorre a injuria
hepatica ndo é claro, mas ha evidéncias de fatores imunol6égicos e metabdlicos. Estudos in
vitro utilizando cultura de hepatocito humano e célula epitelial biliar domonstraram que o
metabdlito 5-hidroximetil de flucloxacilina, gerado no citocromo P450 3A4 é téxico a célula
epitelial biliar, mas ndo é téxico aos hepatécitos, e o composto aparentado ndo é téxico até
mesmo em altas concentracdes para qualquer tipo de célula (ANDREWS et al., 2010).

Em revisdo apresentada por Midtvedt (2010), o efeito hepatico causado pela FLU
esta relacionado com genétipo especifico HLA-B*5701, porém Daly (2010) complementa
que embora haja uma associacao entre o dano hepatico e o gene HLA-B*5701, ainda nao
se sabe como em individuos com este genétipo podem iniciar a reacdo de hepatotoxicidade.

Melzer e colaboradores (2000) notificaram o primeiro caso de reacao
pseudolinfomatosa de pele apds o inicio de tratamento com FLU. Este caso foi bem resolvido
apds suspensao do medicamento. Hoorn e Zietse (2008) relataram que uma mulher de 67
anos apresentou hipocalemia apés tratamento com FLU e lembra que este efeito adverso tem
sido relatado para pacientes que utilizam penicilinas de amplo espectro de acéo.

Em 2006, Huwyler e colaboradores relatam a interacao entre FLU administrada por
via intravenosa e ciclosporina administrada por via oral. Como resultado desta interagao, os
niveis de ciclosporina cairam para 55% ap6s 3 dias do inicio da terapia com FLU e retornou
ao normal 2 dias ap6s cessar o uso de FLU.

Em estudo para avaliar flebite causada por administragéo iv de FLU utilizando agua
estéril para injecdo ou solucdo salina estéril como diluentes, e para comparar a flebite
causada por FLU ou cloxacilina, foi verificado que a flebite pode ocorrer independentemente
do diluente utilizado e nao ha diferenca estatistica entre a flebite causada por FLU ou
cloxacilina. Porém, € necessario relembrar que a flebite pode ocorrer quando o tratamento
por ambos medicamentos € superior a 2 dias e, é dependente do tamanho da veia utilizada
para infuséo e do material e do comprimento do cateter utilizado (SVEDHEM et al., 1980).
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3.8. Métodos de analise da flucloxacilina

A Farmacopeia Britanica (BP, 1993) descreve a quantificacdo de FLU sddica
matéria-prima e formas farmacéuticas por espectrofotometria em 346 nm utilizando
mercurio-imidazol como reagente. Para FLU sdédica (matéria prima), as Farmacopeias
Portuguesa (2005) e Europeia (EP, 2011) descrevem andlise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), utilizando como fase mdvel acetonitrila: solu¢do tampao fosfato de
potéassio (25:75), pH 5,0, mas ndo descrevem metodologia para forma farmacéutica de
capsula. A Farmacopeia Britanica (BP, 2010a; BP, 2010c) descreve esta mesma
metodologia para matéria-prima e produtos farmacéuticos, inclusive capsula.

As Farmacopeias Britanica (BP, 2010a) e Europeia (EP, 2011) apresentam cinco
impurezas para a FLU sédica, codificadas por A, B, C, D e E, denominadas de acido (4S-2-
carboxi[3-(2-cloro-6-fluorofenil)-5-metilisoxazolil-4] carbonilamino metil-5,5-dimetiltiazolidino-
4-carboxilico; acido (2RS,4S)-2(3-2-cloro-6-fluorofenil)-5-metilisoxazolil-4
carbonilaminometil-5,5 dimetiltiazolidino-4-carboxilico (acido peniloico da flucloxacilina);
acido (2S,5R,6R)-6-amino-3,3-dimetil-7-oxo0-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0] heptano-2-carboxilico
(acido 6-aminopenicilanico); acido 3-(2-cloro-6-fluorofenil)-5-metilisoxazol-4-carboxilico; acido
(2S,5R,6R)- 6[[[(2S,5R,6R)6-[[[3-(2-cloro-6-fluorofenil)-5-metilisoxazolil-4] carbonilamino]-3,3-
dimetil-7-oxo-4-tia-1-azabiciclo[3.2.0]  hepta-2-il]  carbonillamino]-3,3-dimetil-7-oxo-4-tia-1-
azabiciclo [3.2.0] heptano-2- arboxilico, respectivamente. Entretanto, néo foi encontrado na
literatura método de analise de impurezas para capsulas de FLU sodica.

Na literatura ha trabalhos utilizando CLAE para deteccdo de FLU em amostras de
fluidos biolégicos humanos (BERGAN et al., 1986; HUNG et al., 1988; CHARLES et al.,
1994; PULLEN et al., 2006; LANDERSDORFER et al., 2007; ZHOU et al., 2007; PULLEN et
al., 2007; McWHINNEY et al.,, 2010; ULLDEMOLINS et al., 2010). Espectrofotometria
também tem sido utilizada para analise de FLU em urina humana (GUJRAL et al., 2009).

Métodos utilizando CLAE para deteccdo de FLU e seus metabdlitos em plasma e
urina de humanos (THIJSSEN, 1980; MURAI et al., 1983) e urina de ratos foram descritos
(EVERETT et al, 1989). Thijssen (1979) identificou o0s metabdlitos ativos das
isoxazolilpenicilinas, por espectrofotometria de massas em urina de ratos.

Métodos microbioldgicos foram descritos para quantificagdo de FLU em soro humano
(BODEY et al., 1972; LEDER et al., 1999), soro de rato (ENTENZA et al., 1997), soro, tecido
cardiaco, subcutdneo e muscular (FRANK et al., 1988) e método microbiolégico e
cromatografia em camada delgada para avaliar a atividade da FLU e seus metabdlitos em
soro e urina humanos (THIUSSEN, MATTIE, 1976).

Para andlise de FLU matéria-prima, Yasuda e Shimada (1971) descrevem um
método espectrofotométrico semelhante aquele descrito na Farmacopeia Briténica (BP,
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1968), porém os autores relataram que o0 método apresentado possui tempo de
aquecimento para reagdao quimica menor e sensibilidade maior do que aquele apresentado
pelo compéndio. Squella e colaboradores (1981) analisaram a FLU por polarografia e
obtiveram boa seletividade, reprodutibilidade e facilidade na preparagcdo das amostras,
porém, o tempo de preparo foi longo, pois as amostras foram degradadas por trés horas.

Métodos analiticos espectrofotométricos na regido do visivel para determinagdo de
FLU em preparacgdes farmacéuticas foram encontrados (AMIN, 2001; MOHAMED, 2001; AL-
GHANNAM, 2002; EL-MAMMLI, 2003; EL DIEN et al., 2006; REFAT, EL-DIDAMONY, 2006;
MOHAMED et al., 2006; ALY, AMIN, 2007), entretanto, de modo geral, estes métodos sao
trabalhosos e lentos pois, necessitam de tempo para ocorrer a reacdo e extracdo do
complexo formado, além de serem dispendiosos e fornecerem grande volume de residuo.
Van Opstal e colaboradores (1990) analisaram capsulas de FLU por injecéao de fluxo.

Métodos analiticos cromatograficos também sao encontrados na literatura para
andlise de FLU em preparacdes farmacéuticas, nos quais ou a FLU esta sozinha (GROVER
et al., 1998) ou associada a outra penicilina (LIU et al., 2005; NIKAM et al., 2009). A CLAE
associada a segunda derivada também é apresentada para analisar FLU associada a
amoxicilina (EI-GINDY et al., 2004). A CLAE com espectrofotometria de massas é
apresentado para avaliar FLU como contaminante de medicamento antifingico (TAKADA et
al., 2005). Estes métodos utilizam acetonitrila e solugdo tampao em suas fases moéveis.

Para verificar a estabilidade de FLU ap6s radiacao, Jacobs (1979) utilizou ponto de
fusdo, ensaio microbiol6gico, teste de esterilidade, rotagdo Oéptica, titulagdo, ensaio
espectrofotométrico e RMN e, observou que nao houve alteracao da FLU em nenhum dos
ensaios realizados. Jacobs e colaboradores (1986) também analisaram FLU por CLAE ap6s
radiacao y para sua esterilizacao e verificaram que ela se mantém estavel. Estes autores
relatam que o método apresentado € mais exato que métodos microbiolégicos e ensaios
quimicos (iodométrico ou hidrélise), uma vez que estes métodos refletem apenas alguma
modificacdo ocorrida no anel B-lactamico e ndo sao sensiveis as mudangas em outro local
da molécula, tal como, a remogao do substituinte 6-amino. Além disso, a rotagdo Optica ou
espectrofotometria no UV indicariam apenas uma mudanga muito especifica no produto,
enquanto que a CLAE seria mais adequada por separar os produtos irradiados do composto
aparentado antes da detecgao por UV e entdo, qualquer razoavel mudanga estrutural acima
do limiar de sensibilidade do detector seria discernida.

Existem diversos trabalhos descritos na literatura para andlise de FLU sd6dica como
pode ser observado e estdo apresentados nas Tabelas 3.2 a 3.7, porém poucos deles sao
destinados a andlise de FLU sddica na forma farmacéutica capsulas, apesar da
Farmacopeia Britdncia (BP, 2010c) apresentar metodologia para esta finalidade.

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino



"0JeJsoj opdwe) 0BIN|0S = 4] °|OS ‘BSIOASI BSB) WS BIOUYIONS Bl ap epinbj| eljeiforewold = 44-Jy 10 ‘|OAISIA Op OeIfal BU BIIISWO]0j04100dss = SIA

(L102) d3

(e0102) d9

(5002)
esanbnliod ‘wJie4

wrl G €+ eOllIS ap 9D

wrl G €+ eOllIS 9p 9D

wrl G ¢+ eOllIS 9p 0D

(G/:G2)
0°G Hd “1/6 22 41 "|oS:NOV

(G/:G2)
0°G Hd “1/6 22 41 "|oS:NOV

(G/:G2)
0°G Hd “1/6 22 41 "|oS:NOV

144 d4-3v10

Gee d4-3v10

144 d4-3v10

(€661) d9 - - |0ZEepIWI-0LNJIBN ave SIA
opoJ19|e
(1861) e BlIGNDS N , 0} -,.0F O BJUOD Buleld BP SOI} ‘OLNDIBW Bp 0P0JIB|] enby - eljelbole|od
(L61) Tw/6r
BPEWIYS ‘BPNSEA 0€-0°G - 81002 8p Olej|ng 00t SIA
(wu)
BIOUI9)9Y exieq oe3dipuo) 9JU3BA|OS NO |9A0W dSe Y OpoOlaIN

BOIPOS BUI|IOBX0|ON|} 8P 8si[eue eied BinjeIall| BU SOII0SOP SOPOIS|\ "2°E elaqel



ouljua.4o14 oinbspy p21j2buy DIAD|4

(6002) e 18 [edlng - 0opo! 29¢ SIA euBWNY BULN
(2002) d4
‘|e 18 Jajopsiapue] BSJanal 8se} ap eunjon NOV :2°9 Hd 41 °|0s 0ze =\vale) BULIN @ BWSE|d
(ww ¢ x ) 8D SAO eunjod -gid (g'ge Y
(£002) "le 18 noyz woo ‘wrl g ‘(ww 9y X 0G2) 8O SAO ewi|y G'P9) WW QL 41 JOS:NOV 022 -3av1o ewse|d
(062:0G2) NOV Y4 opIoseu
(£002) "Te 18 us|nd wn G (ww 9'v x 0G2) 8D ‘W 20°0 OIpgs 8p ojeJojpled 022 -3VID -Wo81 op ewse|d
(062:0G2) NOV 44 oploseu
(9002) e 18 us|ind epeuiquod ‘wrl g ‘(ww 9y X 052) 8D ‘N 20°0 OIpgs 8p olelojoIdd 022  -IVID  -W9o8al op BWSE|d
(6661) ‘[e 1o JopaT anN anN 0€2 avi1o olog
(¥661) wr o‘e (28:81) H4
‘e 1@ ssiey) ‘(Ww g'e x 00%) desoleA 84y esjumolg 0°ZHAW 100 4L I0S:INQY 022  -3v1D ewse|d
02 Hd WwwolL 4L 4
(8861) "le 18 Buny wrl g ‘(ww g x 00+) SAO I1s18dAH oS W02 (09:0%) eNBER:NOY 022  -3V1D ewse|d
wr g ‘(ww g/) 89 qiosousydg eunjod (55:6%) 0°L 44 euln o gjad
(9861) ‘|e 10 uebieg 94d woo ‘wrl g ‘(ww 0Gz) ¢+ qlosousydg Hd W $0'0 41 |os:jouele)y 022  -3V1D  Bu BY|OQ ‘Bjull ‘0J0S
(wu)
el|ouIa)ey BUN|0) 9JUdA|OS NO |9AOW ase4 \" OpolaN elisowy

s00160]0Ig SOpIN|} W8 BOIPOS BUII0BXO0|ON|} 8P 8sljeue eled vinjelall| BU SOLIOSSP SOPOIS|\ "€'S ejagel

16

DJNLDJ2}I7] DP ODSIADY



ouljua.4o14 oinbspy p21j2buy DIAD|4

"B|lIIUOIBOE = NDV ‘0lejso) oedwe]

0BdN|oS = 4| °|0S ‘epiuljep OBU = (JN ‘BSI9ABJ 8SB) Wa BIOURIONS BlE 8p epinbi| eleiBo1ewold = H4-3y 1D (|@AISIA op oeifal eu BlI8WOl0j000dse = GIA

wr Gz

(0102) "[e 18 sulowsp|n ‘(ww 9y X 00E) 8-D 8bpug X sierep (G2:G2) 0°c Hd 41 "|0S :NOV 022 d"d4-3v1D euun e ewseld
wr g2

(0102) e 18 Asuulymoy  ‘(ww 9y x 00€) 8D abpug-x sietlep (G2 :GZ) 0°'S HAWW Q0L 41 'I0S:NDVY  0l2g  H"4-Iv1o ewse|d

BI0UQ19)9Y eunjo) 8JUaA|OS NO |9AOW sk (wu)y opown ellsowy

s00160]0Ig SOpIN|} W8 BOIPOS BUI|IDEXO0|ON|} 8P 8sljeue eled einjeiall] BU SOJLI0SOP SOPOIS)\ JU0D "§°¢ ejaqeL

I4°] DJN4DU}IT DP ODSIADY



ouljua.4o14 oinbspy p21j2buy DIAD|4

"SBSSEW 9p BlI1OWO010J04100dss & epejdooe esoseb

.m_h.mh@OHmEO._o = G\ — DbH ‘eplulysp oeu = N :Jesjonu NO_HQCOME BlouBUO0SSal = NINY ‘BSJaAa) sk} Wa elouglole eje sp MU_DU__ .m_UF.m‘_OO“—mEO‘_O = H4-3v10

(6861)

ZHIN 94€ - 0G -HIAN 4
ZHIN 00¥% - €1 “HIAN H

‘|e 18 nalon] - :BIOUBUOSSa) Bp Blougnbal4 ASOD NINY olel ap euln
(Ww g x00})
(ysew 0z —00+) M QiosowoiyD
Wwo 0pISendl %/ L-AO %S | 10D SIN-09
(c861) ‘(1:€) NOV :*Od°HM W 02}/} + *OdH®eN
e 19 reinjy  (Ww 9y X 0G2) 81-dY Q40S0IYDIT A 0ZH/ L + WW G gygl ep esonbe oednjos  $G2 H4-3v10 'uln
(ww
(0861) 12X 00S) SQO wod epeuiqwod ‘wrl 'ulN &
uessliyl G (ww 9y X 0G2) 8-dYH Q40S0IyI NOV :9°9 Hd /¥ 20°0 OluQwe ap 01e1eoy 022 H4-3v10 0J0S ‘ewse|d
(yr
(6261) 0S op 21Ua1I02)
uasshy| anN Sessel\ olel ap euln
(wu)
BlouaIajey Bunjo) 9JUBA|0S NO |9A0W ased \" OpolaIN elisowy

s00160]0Ig SOPIN|} W8 SOIj0gelaW SNas & BIIPOS BUIjIOBXO0[ON|) 8p asijeue eied BIN]e.ISI| BU SOJLIOSBP SOPOISN “t'S ejeqel

€4

DJNLDJ2}I7] DP ODSIADY



ouljua.4o14 oinbspy p21j2buy DIAD|4

(6661) eip/b

‘e 18 Jopaen 21 ep asop sode “7/6w /2

oedeJisiuiwpe

ap yg sode /6w ¥/ |
oedeJjsiuiwpe

op Y| sode 7/6w 9'cz L

(L661)
‘|e 18 ezusiug

qw/bn 2'e - $'GL (P)
qw/br Z'0s - 2vL (9)

(8861) qw/bri 2°0s - 2v1(Q)
‘[e 18 yuel4 qw/bn $'y - 2°621 ()
(961) (|joA1120SNs

alme ‘uessliyl  1oyea)n) °g) w/brl oL

€c6ae

o0lv snaine 'g Jebe wae oesnyiq

€€99 001V

sinqns snyjioeg JeBe wae oesnyiqg

€€99 001V

sinqns snjjioeg Jefe wae oesnyiqg

€6 D01V

Bajn| euloIes JeBe we oesnyiqg

0log

Olel 8p 010S

Uz -0 odwsal ou sepe}s|09
‘(p) oedel09 Op BINAJBA BP 0pPI08] © (D)
o|nosnw ‘(q) oaueINogns oplo8] ‘(B) 04105

OleJ 8P 0J0S 8 BuULIN W8 74 &P Ol|OqeIs|

w6
(cL61) 'L 1 :Bw 00g sode d 8€59
‘|e 18 Aepog qw/6n /g :Bw oGz sode DD1Y sneine 'S Jebe was oesnyiq 010
BAlJE/BPRIIUOIUD
BIOUQI9J9Y oedesjuasuo) owsjueb.io-o1o1 OpoIdIN ellsowy

BOIPOS BUI|IOBX0|ON|} 8P 8Si[eue eied BINjeIS]I| BU SOIIOSBP S02160[010010IW SOPOISI\ "G'S elageL

12°

DJNLDJ2}I7] DP ODSIADY



ouljua.4o14 oinbspy p21j2buy DIAD|4

qw/6r
(A) 0v-0°2
(A1) 0€-0°2 (N
‘(1) 92-0'2 (A) oouoid opioe ‘(A]) oolwedord 6ey ‘(Al) €LY
(€002) (1) ve-0'c op1oe ‘(||1) odiolesoup opioe g’ “(111) 2ty ‘(1) e|nsded & adosex
llwwen-|3 ‘(1) 82-0°2 - ‘(1) [ousyomuip 2 ‘(1) jousjoiu-d gey ‘(1) oy SIA ‘[onglalul ered od
(ONOL)
w/6r
(c002) ge-s @ (oaa) ONOL (ONOL) 0¥8
weuueyn-y  Jw/Br 08-01 - oada @ (oaa) ooy SIA e|nsde)
BUIjIOIXOWE
oedeloosse
(1002) ulwy  qw/br $H-2°0 |[0081eo0.Id Bp B19|0IA L9 SIA 9 adoJex ‘ensden
(L002) (oueuIq
paweyo  w/bri G/-0'y - 0x9]|dWwo2) olugpIgiow ap O}euelool L9V SIA e|nsden
wr g (ww ‘g
(8661) w;/6r X 00€) 80 anjosaYy 0‘G Hd ‘(enfe wa) yw
‘e 18 JanoIn 051-0°G xauawouayd 0k IDN?(°(HO) @ WW *OdHeN :NOV 0v2 @ 022 H4-3v10 ewud eugiep
(0661) 'Ie WW G0-1L°0 (€11:1) G§'9 Hd oxnj}
10 [elsdQ Uep an W 2'0 41 °|0S) Jopea.led/opiwe/opo| 065 op ogdaluj e|nsden
BIouIajay exied Bun|o) 9JUdA|OS NO |9AOW ase4 (wu) y OopolaN elisowy
SO2l1INgoeWIR) SOINPOJd Wa BOIPOS BUI|IOBXO0|ON|} 8P 8Sijeue eied Binjelall| BU SOJIOSOP SOPOISN ‘9°E eloqeL
GG

DJNLDJ2}I7] DP ODSIADY



ouljua.4o14 oinbspy p21j2buy DIAD|4

Jw/bw (Al) #90°0-910°0 (AD) 2v8
(9002) {1 ¥o-v0'0 (A1) ONOLL “(111) euouinbozuag-d ‘(1) sy
Auowrepiq ‘(1) 8‘0-ve‘o -OUBIOIP 9°G 0JIOJOIP €°2 (]1) BPIWIOIOP  (]I) 0GY
-3 ‘lejey ‘) v'o-2to - t euouinboJooIp I(]) 0dljiUeIO OPY  (]) 02G SIA ensde)
wrl g longia(ul
‘(ww suo| oede.eda.d
(S002) 9'v X 052) XOS (G:G6) NOV :(9'2 HA) W ap Jopedol} we xowre
e 3e nr w/6r 0G -0 00€ Xeqoz G20°0 olugwe ap ojeysoy olugholpig Gee av10 € eperoosse N4
wr g “(ww (ojodnupenb
2 X 0S1) NV o[du)
SAo oed ONA seb ap euiod owod ojugboiu anN SIN/SIN N4 wod
wr 9 seb ap JopezIiNngau Owo? Je 0187 opeulwejuod
(S002) ‘1e G (ww g x00l1) (1:002:008) V41 renbe :NOV g odibunjiue
1o epeye | Jw/Bu 60°0 — €0°0 ZHN 0ed DINA (1:02:0001) V41 :NOV :enfbe :y av1o OJUSWEDIPIN
W 10 0IPOS 8P OPIXQIPIH 00€-0L2 epeAudp g N4 op bw oGz @
(¥002) e Jw/bri oz - 0°8 wrl g (ww 9y (G9:6€) 2'¥ Hd xowe ap bw 062
18 X 0G1) WL 08 001UQJ|NS ouelday OpIoe Op 02IPOS woo ensdeo)
Apuin-13 Jw/br 0z - 0'8 -SdO 199D-MS1 |les op yyw G esonbe ogdn|os :NOVY zee av1o xoweon|4
el1oudJ9joy exieq Bunjo)n 9JUBA|OS NO |[9AOW dse4 (wu) y (o] T EETT ellsowy

S0oIINgoRWIR) SOINPOId W8 BIIPOS BUI|IOBXO0|ON|) 8P 8sijeue eied BINjeIS]l| BU SOIIOSOP SOPOIS|A U0 "9'¢ ejaqel

DJNLDJ2}I7] DP ODSIADY

94



ouljua.4o14 oinbspy p21j2buy DIAD|4

[oAglslul
oedn|os
(e661) d9 an an |oZepiwi-oLNdIBN e SIA ‘e|nsde)
(6002) wr G “(ww 9y x (Ge:5/) xowe @ N4
e 18 WeyIN Jw/brl 02-G'2  0G2) 8D |Isewory NOV A 020°0 "OdH?VYN Gee Y4-3v10 wod e|nsde)
(sooew.ey xowe
SO Jeledas) woo oedeloosse
as (ADUS ‘ww o |oAgialul
L0 op e|nojued eJed od ‘edosex
(2002) ulwy ‘Aly  Juw/br G2-¥°0 op oyuewre | |1l uepns 995 SIA ‘e|nsde)
(11) oissejod
(9002) Jw/br (11) 05 ap oyepol o (]) euouinbozuaq (1) 225
‘e 18 paweyolN  -0S @ (1) 05¥-0'2 an d-oueldIp 9°G 0IOJIIP €2 (1) 09% SIA e|nsden
Jw,/bM
(9002) (1) 0£-0% (INs1y
‘ee uaig 13 () 081-0'% an (1) ous|nsoueroesial 8 (]) ONOL (1) 2v8 SIA e|nsden
el|ouglajey exied Bunjo) 9JUdA|OS NO |9AOW ase4 (wu) y OpolaN ellsowy

S0oIINgoRWIR) SOINPOId W8 BIIPOS BUI|IOBXO0|ON|) 8P 8sijeue eied BINjeIS]l| BU SOIIOSOP SOPOIS|A U0 "9'¢ ejaqel

yA®

DJNLDJ2}I7] DP ODSIADY



ouljua.4o14 oinbspy p21j2buy DIAD|4

e|LIIU0I8OE = NV ‘Olejso) oedwe) 0BIN|0S = 4] °|0S ‘epiuljep oeu = N ‘Oourlawipouinboueloeie] -8'g‘/‘/ = ONDL ‘euouinbozuag-d-oueioip

-G‘G-0J02IP 8'8-22 = DAQ ‘OlUOWEjIaWERIB] 8p 01840[0 = |DN'(EHD) ‘oisselod ap 01ejso) olugbolplp = YOgHZEN ‘BSional osey we elougioye

elje ap epinb)| eiyeiboleWOoIO = H4-Jy 1D ‘B1ougIold elje ap epinb)| eelbolewold = 319 {OAISIA op oelbal Bu BLIBWO0}0J04109dSe = GIA ‘BUIJIDIXOWE = XOWY

wr g [EE]]]
(ww 9'y X 062) (G2:62) oedn|os
(00102) d9 an SAo lisiadAH 0'G Hd “(%£2°0) 41 "10S :NOVY G2z av1o ‘e|nsde)
el|ouglajey exied Bunjo) 9JUdA|OS NO |9AOW ase4 (wu) y OpolaN ellsowy
SO2l11NgoeWIR) SOINPOoJd Wa BIIPOS BUIJIOBXO|ON|} 8P 8Sijeue eled BiNjeisdll| BU SOIIOSOP SOPOIDI\ U0 "9'E ejagel
86 DJN4DU}IT DP ODSIADY



ouljua.4o14 oinbspy p21j2buy DIAD|4

- apepI|u8)se ap 81sa |
- - 09160]010001W Oresuy
odlugidoid opioe -Jijis
-[l}ow}-g Wod (8JudA|0S) OFQ

YSSAN/HH-N IIS (0G:0G) BUOIBIE :|oUBISN 14514
welbAjod |96 eols ap eoeld ounoJaw oydeolsi AN zN7 NAY
- - - aoo
- - - SIA
- - - I[eo[e ap 0SS8IXd
- - op ouJo}al ap oedenu|
- - - eoly10adsa eoido oedejoy
(6261) - enby - AN A ogdelpel
sqooer - - - oesny} ap 0juod B opiawqgns od
BIOUQI9}9Y BLIBUOIOR]SS ase4 9]USA|OS NO [9AOW 3SB (wu) y OpOoIdIN ellsowy

oedezi|ie]lse ens sode eied BOIPOS BUII0BXO|ON|} 8P 8sljeue eled einjelall| BU SO]LIOSSP SOPOIS| "L'S ejagel

64 DJN4DU}IT DP ODSIADY



ouljua.4o14 oinbspy p21j2buy DIAD|4

"BSIOAB. 8SB} WS BIOUYIONS B)e 8p epinbi| eljeiforewold = Y4-Jy 10 Jesjonu eonoubew BIouBuOSSa.

= NNY ‘epebjop epewed ws eyeibolewosd = o9 ‘[BAISIA op oeifol BU BLIBWOJ0J0J108dse = GIA ‘BlajoiaeynN op oelbal Bu eBUlOWOl0j0108dse = AN

0IPOS ap 0}BUOGIEDI] 9P % 0’0

(9861) OpUBIUOD %8Z NO GE ‘2 D 88l B
‘[e 10 sqooep 80 G2/01 SXd IISlied  E [ouejow op esonbe oednjos 022 "4-3v10 A oedeipes & opilawigns od
BIOUQI9)3Y elLIeUOIOR]SS sk 8JUaA|OS NO |9AOW sk (wu) y OpOIBN elsowy

oedezi|uslse ens sode eied BOIPOS BUI|IOBX0|ON|) 8P 8Si[eue eied BiNjeIsll| BU SOLIOSOP SOPOIS|A “JU0D /'€ ejoqel

09 DJUN4DU2417 DP ODSIADY



Revisdo da Literatura 61

3.9. Controle de qualidade para medicamentos

O controle de qualidade de produtos farmacéuticos requer identificacdo e
quantificacdo da substancia ativa e suas impurezas para seguranca e eficacias destes
produtos. As impurezas e os produtos de degradagdo provavelmente presentes nos
medicamentos podem causar altera¢des quimicas, farmacolégicas e toxicolégicas. Desse
modo, o desenvolvimento e a validagdo de métodos analiticos eficazes e confiaveis para o
controle de qualidade dos medicamentos é de extrema importancia (LA ROCA et al., 2007;
CAZEDEY et al., 2011).

A validacao dos métodos analiticos demonstra que o método é adequado para a
proposta pretendida e é seguro ao ser executado (ICH, 2005), sendo os procedimentos
incluidos nas normas de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) exigidas pela Food and Drug
Administration (FDA) dos Estados Unidos, e aplicadas nas industrias farmacéuticas,
devendo ocorrer conforme as boas praticas de laboratério (BPL) (SHABIR, 2003). Silva e
colaboradores (2009) complementam que estudos de estresse e o desenvolvimento de
método analitico para identificacdo e quantificagdo dos produtos de degradacdo séo de
extrema importancia para as industrias farmacéuticas, pois, no momento do registro, pds-
registro e renovagao, o estudo de estresse acompanhado de sua analise critica devera ser
levado em consideragéo.

E reconhecido internacionalmente que um laboratério de andlise deve originar dados
apropriados de medidas e deve ser capaz de fornecer dados de qualidade requeridos. Tais
medidas incluem rastreabilidade das andlises, uso de métodos validados, uso de
procedimentos de controle de qualidade definidos internamente e ser acreditado por
padrées internacionais, normalmente ISO/IEC 17025 (SOUZA, JUNQUEIRA, 2005).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) publicou a resolucao n® 899, de
29 de maio de 2003, na qual apresenta aspectos relacionados a validacdo de métodos
analiticos. Especificidade, linearidade, preciséo, exatiddo, seletividade, robustez e limites de
quantificagéo e de detecgcdo sédo ensaios necessarios para validagao de um método analitico
(BRASIL, 2003a; ICH, 2005; INMETRO, 2011). Além disto, a disponibilidade de instrumentos
e equipamentos, rapidez, custo reduzido, simplicidade e baixo risco ocupacional devem
também ser considerados (LA ROCA et al., 2007).

Os atributos do método analitico ou parametros de validagdo estdo descritos em
diversas publicacdes e requerem analises estatisticas para garantir que o método atenda as
exigéncias desejadas (BRUCE et al., 1998; ERMER, 2000; SHABIR, 2003; RIBANI et al.,
2004; LA ROCA et al., 2007).

O desenvolvimento de métodos que permitem quantificar farmacos em matérias-

primas e produtos acabados é essencial para o controle de qualidade destes produtos, tanto
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no ambito da industria farmacéutica nacional e internacional quanto em farmacias magistrais
publicas e privadas.

O controle de qualidade na industria farmacéutica, para determinacdo do teor de
substancia ativa, estudo das caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco, estudos de
estabilidade e de dissolucdo, é de fundamental importancia para garantir a qualidade do
produto final, e, consequentemente, confirmar a qualidade do medicamento comercializado.
Apesar da comprovada eficacia e seguranga no seu uso, a FLU, até o momento, possui
apenas uma metodologia de analise padronizada em compéndio oficial. Este fato justifica
novas pesquisas para nova padronizacdo de métodos analiticos e validacao dos métodos
desenvolvidos, bem como a analise quimico-farmacéutica de capsulas de FLU sddica,
estudos de estabilidade e de dissolucéo.

3.10. Justificativa

A fim de otimizar a metodologia por CLAE descrita na Farmacopeia Britanica (BP,
2010c) para este medicamento e nas Farmacopeias Portuguesa (2005), Britanica (BP,
2010a) e Europeia (EP, 2011) para o farmaco, e também por terem sido encontrados
poucos artigos para determinagdo quantitativa da FLU em capsulas, este trabalho
preocupou-se com o desenvolvimento e validacao de diversos métodos de analise de FLU
sédica no medicamento, entre eles, 0 método cromatografico e eletroforético indicativos de
estabilidade.

Além disso, em virtude de ndo ter sido encontrado na literatura artigos para
doseamento microbiolégico para determinacao da poténcia da FLU sédica nas capsulas e,
artigos para ensaio de dissolucao, este trabalho também teve como finalidade desenvolver e
validar ensaios de dosemento microbioldgico e ensaio de dissolugéo para capsulas de FLU
sodica.

Poucos artigos relacionados com a estabilidade da FLU foram encontrados na
literatura, portanto, estudos de estabilidade também foram realizados a fim de se conhecer
produtos de degradacao originados em diferentes condigdes as quais a FLU foi submetida.

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino



4. ANALISE QUALITATIVA




Andlise Qualitativa 63

4.1. Descricao

4.1.1. Descricao geral

Nomes: Flucloxacillin (Denominagdo Comum Internacional - DCI), Flucloxacilina
(Denominagédo Comum Brasileira).

Nomes genéricos: Flucloxacillin sodium, Flucloxacilina sédica.

Nome quimico da flucloxacilina sdédica: (2S,5R,6R)-6-[3-(2-cloro-6-fluorofenil)- 5-
metilisoxazol-4-carbonilamino]-  3,3-dimetil-7-oxo0-4-tia-1- azabiciclo (3.2.0) heptano-2-
carboxilato sodico.

Nomes: Flucloxacilina sdédica, Flucloxacilline sodique, Flucloxacillinum natricum,
Flucloxacillinum natricum monohydricum, Flukloksacilino natrio druska, Flukloksasilin
sodyum, Flukloksasillininatrium, Flukloxacilin sodna sul monohydrat, Flukloxacillinnatrium,
Flukloxacillin-natrium, Natrii Flucloxacillinum (MARTINDALE, 2009).

Nomes comerciais:

v Africa do Sul: Floxapen®.

v" Alemanha: Fluclox®, Flucloxat®, Staphylex®.

v Austrélia: Floxapen®, Flopen®, Floxsig®, Flubiclox®, Flucil®, Staphylex®.

v Austria: Floxapen®.

v Bélgica: Floxapen®, Staphycid®.

v Chile: Fluxacina®, Vitalpen®.

v Dinamarca: Heracillin®.

v Filipinas: Stafloxin®.

v" Holanda: Floxapen®, Stafoxil®.

v" Hong Kong: Flucloxil®.

v India: Floxapen®.

v Indonésia: Floxapen®.

v Irlanda: Floxapen®, Flucillin®, Fluclon®, Geriflox®.

v ltdlia: Betabiotic®, Cloxillin®, Evercid®, Faifloc®, Fareclox®, Flucacid®, Flucef®,
Flucinal®, Fluclox®, Fluxacil®, Fluzerit®, Liderclox®, Nepenic®, Pantaflux®, Recaflux®.

v' Maléasia: Staplex®.

v' México: Floxapen®.

v" Nova Zelandia: Floxapen®, Flucloxin®, Staplex®.

v Portugal: Floxapen®, Floxil®.

v" Reino Unido: Floxapen®, Fluclomix®, Ladropen®.

v Singapura: Staphlex®.

v Suécia: Heracillin®.

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino
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Suica: Floxapen®.

Tailandia: Staphycid®.

Turquia: Flix®, Floksin®.

Venezuela: Floxapen® (MARTINDALE, 2009).

SSEENEENEEN

Nomes comerciais de medicamentos associados contendo flucloxacilina sddica:

<\

Africa do Sul: Macropen®, Megapen® (flucloxacilina associada a amoxicilina).

<

Alemanha: Flanamox® (flucloxacilina associada a amoxicilina).
v Reino Unido: Magnapen® Co-fluampicil® (flucloxacilina associada & ampicilina)

(MARTINDALE, 2009).

Chemical Abstracts Service (CAS): 1847-24-1

Denominacao Comum Brasileira (DCB): 04108

Cédigo ATC (Anatomical Therapeutic Chemical Code): JO1CF05

Cédigo ATC Vet: QJO1CF05

Categoria: antimicrobiano da classe das penicilinas semissintéticas (derivada de um
produto de fermentacao), pertencente ao grupo das isoxazolilpenicilinas.

Formula quimica: C1gH1sCIFN3NaOsS, H,0.

Massa molecular: 493,9.

Composicao percentual de flucloxacilina: C 50,28%; H 3,78%; Cl 7,81%; F 4,19%; N
9,26%; O 17,63%; S 7,06% (O'NEIL, 2006).

Valor de pKa da FLU sodica: 2,76.

Titular da autorizagao de introdugéo no mercado: Actavis Group PTC.

Numero da autorizagéo de introdugdo no mercado: 8378703 (registro de blister com
16 capsulas de 500 mg) e 466688 (registro blister com 24 capsulas de 500 mg).

Data da autorizagédo para entrada no mercado: 16-11-1975.

Data de revisdo: 16-03-2000.

Data da ultima renovacgao: 16-03-2005.

Descricao fisica: p6 branco ou quase branco, inodoro, cristalino, livremente soluvel
em agua e metanol, soluvel em etanol (96%), solu¢cdo a 10% em agua possui pH de 5,0 a
7,0 (SUTHERLAND et al., 1970; MATINDALE, 2009; BP, 2010a; EP, 2011).

4.1.2. Substancia quimica de referéncia

Foi utilizado flucloxacilina sodica substancia quimica de referéncia (FLU-SQR), com
teor assegurado de 90% e identificado pelo lote BN 20. Este produto foi gentilmente doado
pelo laboratério GlaxoSmithKline® (Inglaterra).

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino
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4.1.3. Forma farmacéutica

As amostras desta pesquisa foram capsulas com teor rotulado de 500 mg de
flucloxacilina sédica, com nome comercial de Floxapen™, identificado pelos lotes 344186 e
2248110, produzidas pelo laboratério Actavis Group" e adquiridas no comércio suico e
britanico, respectivamente, diante da apresentacéo de prescricdo médica.

A forma farmacéutica capsula possui estearato de magnésio como excipiente.

4.2. ANALISE QUALITATIVA

4.2.1. Caracteristicas fisicas

4.2.1.1. Método
A FLU-SQR e as cépsulas de FLU sddica foram observadas quanto ao aspecto, cor
e odor.

4.2.1.2. Resultados

A FLU-SQR apresentou-se como pd branco e inodoro.

As cépsulas de FLU sodica apresentaram-se integras, com coloragao preta e salmao
e marcagfes bem visiveis (SB 2039 500 mg); o conteldo mostrou-se como pé branco e

inodoro e solluvel em agua.

Figura 4.1. Embalagem, capsula e pé de flucloxacilina sédica.

4.2.1.3. Discussao

A FLU-SQR e as capsulas de FLU sdbdica apresentaram-se de acordo com a
literatura que preconiza que o pd seja branco, inodoro e solivel em agua (BP, 2010a; EP,
2011).

4.2.2. Determinacao do peso médio das capsulas de flucloxacilina sédica
4.2.2.1. Material

Para esta andlise foram utilizadas capsulas de FLU sédica (Floxapen®) e balanca
analitica Mettler® H51.

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino
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4.2.2.2. Método
A determinacao do peso médio foi realizada conforme a Farmacopeia Brasileira 52
edicao (FB 5, 2010). Foram pesadas, individualmente, 20 capsulas cheias e, em seguida

seu conteudo foi retirado e as cdpsulas foram pesadas novamente.

4.2.2.3. Resultados

A Tabela 4.1 apresenta o peso individual de vinte capsulas com o coeficiente de
variacao percentual (CV%). A Figura 4.2 apresenta o desvio encontrado para as capsulas de
FLU sodica.

Tabela 4.1. Peso individual das capsulas de flucloxacilina sédica

Capsula Capsula cheia Capsula vazia Peso final Pesomédio CV

(mg) (mg) (mg) (mg) (%)*
1 655,5 110,4 545,1
2 645,0 105,4 539,6
3 671,1 109,8 561,3
4 681,3 109,1 572,2
5 664,9 107,4 557,5
6 683,2 108,4 574,8
7 649,4 108,4 541,0
8 691,5 106,1 585,4
9 690,2 109,5 580,7
10 666,3 108,5 557,8 561,2 2,30
11 666,2 108,0 558,2
12 665,9 107,2 558,7
13 657,6 106,6 541,2
14 677,4 106,7 570,7
15 666,0 110,0 556,0
16 667,1 106,6 560,5
17 676,8 105,7 5711
18 672,3 107,2 565,1
19 668,3 111,1 557,3
20 677,9 108,2 569,7

*CV (%) = coeficiente de variagao percentual.
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Figura 4.2. Variagdes de peso de vinte capsulas de flucloxacilina sédica.

4.2.2.4. Discussao

As variagdes de peso das capsulas de FLU sbdica encontram-se dentro dos limites
permitidos pela Farmacopeia Brasileira 52 edicao (FB 5, 2010). A variacao de peso permitida
para capsulas duras contendo peso médio acima de 300 mg, é = 7,5%, portanto, peso
maximo 603,3 mg e peso minimo 519,1 mg. O coeficiente de variacao percentual (CV%) foi
satisfatério. O peso médio foi realizado para verificar se as capsulas encontravam-se dentro
dos parametros farmacopeicos e para o preparo das solucbes utilizadas nos ensaios
qualitativos e quantitativos.

4.2.3. Determinacao de umidade — método gravimétrico

4.2.3.1. Material
A determinagdo da umidade foi realizada para FLU-SQR, descrita nas se¢éo 4.1.2,

em aparelho analisador de umidade por infravermelho Gehaka®, modelo 1V2000.

4.2.3.2. Método

O método gravimétrico consiste em secar o farmaco até peso constante, em
temperatura apropriada (normalmente 105 °C) por um determinado periodo de tempo
(normalmente 1 minuto) (FB 5, 2010). FLU-SQR foi pesada e adicionada ao coletor da
balanca. Apdés 1 minuto a 105 °C foi verificado o valor da umidade em percentagem (FB 5,
2010).

4.2.3.3. Resultados
Foi verificado que houve perda de 5,6% de agua e este valor se refere a agua de
hidratacgao.

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino
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4.2.3.4. Discussao

O resultado encontrado concorda com o resultado obtido na analise térmica, em que
foi verificada também a presenca de agua de hidratagdo na FLU-SQR. Estes resultados
corroboram com a literatura que diz que a FLU sddica possui agua de hidratagdo em sua
constituicdo quimica (BP, 2010a; EP, 2011).

4.2.4. Analise térmica

A anadlise térmica pode ser definida como “um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacao € medida como funcao
da temperatura, enquanto a substancia é submetida a um programa controlado de
temperatura”. Esta definicdo é aceita pela Confederagdo Internacional de Analise Térmica
(MACKENZIE, 1979; CAVALHEIRO et al., 1995; GIRON, 2002).

As técnicas termoanaliticas estdo sendo amplamente utilizadas tanto na pesquisa,
desenvolvimento e caracterizacao de produtos quanto no controle de qualidade em diversos
setores produtivos, inclusive o setor farmacéutico, pois permitem caracterizar matéria prima
e produto acabado baseado em informacdes sobre estudos de pré-formulagéo, estabilidade
térmica, pureza, ponto de fusdo e ebuli¢cdo, cinética de reagao, polimorfismos, estudos do
perfil de dissolucédo, etc (SCHNITZLER et al., 2001; GANDHI et al., 2002; IKEDA et al.,
2005; RODRIGUES et al., 2005; MAMEDE et al., 2006; MURAKAMI et al., 2009).

A termogravimetria (TG) verifica a mudanga da massa de uma determinada
substancia em funcao da temperatura ou do tempo (com temperatura constante), sendo que
a substancia é mantida sob programacado controlada. Portanto, seus resultados sao de
ordem quantitativa (DANIELS, 1973; CAVALHEIRO et al., 1995; IONASHIRO, 2004).

Na anadlise térmica diferencial (DTA) é medida a diferenca de temperatura entre a
substancia analisada e o material de referéncia termicamente inerte, quando submetidos a
controle de temperatura programado (IONASHIRO, 2004).

O objetivo deste estudo foi determinar a estabilidade de FLU soédica frente a
temperatura.

4.2.4.1. Material

Foram utilizadas FLU-SQR e FLU-capsulas de 500 mg descritas nas segbes 4.1.2 e
4.1.3, respectivamente.

As curvas de Termogravimetria (TG) e de Analise Térmica Diferencial (DTA) foram
obtidas no equipamento de analise térmica SDT 2960 TA Instruments®, no Laboratério de
Andlise Térmica lvo Giolito, no Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista (IQ-
UNESP), Araraquara, SP, com a colaborac¢ao do Prof. Dr. Massao lonashiro.
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4.2.4.2. Método

A faixa de temperatura utilizada foi de 30 a 1000 °C, sob atmosfera dindmica de ar
(vazao de 100 mL/min), razao de aquecimento de 20 °C/min e massa de amostra de 4,0334
mg para FLU-capsula e 4,2090 mg para FLU-SQR.

As amostras foram acondicionadas em cadinho de alumina.

4.2.4.3. Resultados

As Figuras 4.3 e 4.4 apresentam as curvas TG-DTA de FLU-SQR e FLU-capsula sob
atmosfera dinamica de ar.
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Figura 4.3. Curvas TG-DTA FLU-SQR sob atmosfera dinamica de ar (vazao de 100 mL/min). Razao
de aquecimento de 20 °C/min.
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Figura 4.4. Curvas TG-DTA FLU-capsula sob atmosfera dindmica de ar (vazdo de 100 mL/min).

Razao de aquecimento de 20 °C/min.
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4.2.4.4. Discussao

As curvas TG-DTA para FLU-SQR e FLU-capsula demonstraram que os produtos
apresentam perda de massas em cinco e seis etapas, respectivamente, sendo que na
primeira, ha perda de agua adsorvida (1,052% para FLU-SQR e 0,6% para FLU-capsula) e
de hidratagéo (3,64% para FLU-SQR e 3,64% para FLU-cdpsula) em torno de 100-150 °C.
Estes dados corroboram com os resultados da determinagdo de umidade, pelo método
gravimétrico (sec¢ao 4.2.3), no qual também foi encontrado perda de dgua de hidratagdo. Em
seguida, ha decomposicao destes compostos em trés e quatro etapas, respectivamente,
com oxidagcao da matéria organica demonstrada pelos picos exotérmicos.

As decomposicdes de FLU-SQR observadas na curva TG ocorrem em torno de 320
°C (com perda de 37,78% de massa); 750 °C (com perda de 42,21% de massa) e 890 °C
(com perda de 11,03% de massa). Ha formacgéao de residuo a partir da ultima decomposicao.
De acordo com a curva DTA, a FLU-SQR apresenta picos exotérmicos em 400; 590; 640 °C
indicando oxidacao da matéria orgéanica.

As decomposicdes de FLU-cdpsula ocorrem em torno de 320 °C (com perda de
40,19% de massa); 450 °C (com perda de 12,13% de massa); 640 °C (com perda de 24,72%
de massa); 850 °C (com perda de 13,97% de massa). De acordo com a curva DTA, ha picos
exotérmicos em 320, 450, 570, 640 e 850 °C indicando oxidacdo da matéria organica e
confirmando os picos observados na curva TG. Ha formagéao de residuo a partir da dltima
decomposicao. Em 450, 570 e 850 °C ha decomposicao do excipiente junto com a FLU, pois,
como foi observado comparando as curvas de TG-DTA de FLU-SQR e FLU-capsula, os picos
apresentados nas curvas TG-DTA de FLU-capsulas sao mais pronunciados.

Essas curvas também mostraram que a FLU nao funde e a decomposicao térmica
ocorre sem a formacdo de composto intermediario estavel. O teste qualitativo também
mostrou que a FLU nao apresenta ponto de fusao.

Desse modo, foi possivel verificar a presenga de FLU nas capsulas, devido as
semelhangas encontradas com a FLU-SQR, demonstrando que esta técnica foi bastante util
para a caracterizagao das substancias em estudo.

4.2.5. Determinacao da faixa de fusao
O objetivo deste estudo foi determinar o ponto ou a faixa em que ocorre a fusdo da
FLU sodica.

4.2.5.1. Material
A faixa de fusdo foi determinada para FLU-SQR e FLU-cépsula descritas nas se¢oes
4.1.2 e 4.1.3, respectivamente, utilizando o equipamento LS Logen Scientific®, LS Il Basic.
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4.2.5.2. Método

As substancias (FLU-SQR e FLU-capsulas) foram previamente dessecadas e em
seguida uma pequena porgao foi introduzida em tubos capilares com 1 mm de espessura e
6 cm de comprimento que foram introduzidos no equipamento. A analise foi realizada em

triplicata para ambas as substancias.

4.2.5.3. Resultados
Nao foi possivel determinar a faixa de fuséo, pois as substancias carbonizaram antes

de fundir.

4.2.5.4. Discussao
Estes resultados corroboram os resultados obtidos na analise térmica (segéo 4.2.4),
a qual também nao permitiu determinar o ponto ou faixa de fusdo. Na literatura também nao

foram encontrados dados em relagdo ao ponto ou faixa de fusédo para FLU sddica.

4.2.6. Espectrofotometria de absorcao na regiao do infravermelho

A espectrofotometria na regidao do infravermelho situa-se entre as regides do visivel e
das micro-ondas. Neste espectro, a correlacdo pico a pico &€ uma 6tima evidéncia para a
identificacdo da amostra. O espectro de infravermelho é caracteristico da molécula como um
todo, mas certos grupos de atomos originam picos de absor¢do que ocorrem em frequéncia
préxima independente da estrutura da molécula (SILVERSTEIN et al., 2006). Este método
tem fundamental importancia para ensaios de identificacao.

O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar a FLU sédica presente nas
capsulas.

4.2.6.1. Material

Foram utilizadas FLU-SQR e FLU-cépsula, descritas nas segdes 4.1.2 e 4.1.3,
respectivamente, espectrofotémetro de infravermelho Shimadzu® IR Prestige-21 e brometo
de potassio (KBr) (Synth®, Diadema, Brasil).

4.2.6.2. Método

O brometo de potassio foi dessecado a 105 °C por 2 horas e armazenado em
dessecador juntamente com a FLU-SQR e FLU-capsula. Em seguida foram feitas pastilhas
utilizando KBr como diluente. Para tanto, foram pesados 100,0 mg de KBr e 1,0 mg de p6 da
FLU-SQR ou capsula.
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4.2.6.3. Resultados
Os espectros obtidos estdo apresentados nas Figuras 4.5 e 4.6. A Figura 4.7
apresenta a sobreposi¢cao de ambos os espectros.
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Figura 4.5. Espectro de absorgao no infravermelho de FLU-SQR.
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Figura 4.6. Espectro de absorgéo no infravermelho de FLU-cépsula.
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Figura 4.7. Sobreposicdo dos espectros de absorcdo no infravermelho de FLU-SQR (vermelho) e
capsula (preto).

4.2.6.4. Discussao

A substancia em andlise refere-se a FLU sddica, pois os picos obtidos no espectro
do infravermelho sdo caracteristicos dos grupamentos quimicos presentes na molécula da
FLU sddica, como apresentado na Tabela 4.2, e ndo demonstra a presenca de impurezas
nas capsulas (Figura 4.7).

Tabela 4.2. Absorgao de FLU-SQR e FLU-capsula na regiao do infravermelho

1

cm’ grupamento responsavel
3520- 3363 Deformagéao axial dos grupamentos N-H
3082 - 2931 Deformagao axial do grupamento sp® CH
1658 - 1550 Deformagéao axial do grupamento amida
1658 Deformagéao axial do grupamento C=0
1618, 1600, 1571, 1458 Deformacéo axial do anel benzénico
1253 - 1170 Deformagéao axial do grupamento C-O
800, 750, 600 Deformacéo axial do anel benzénico metassubstituido
1750, 1253 Deformagao axial do grupamento do acido carboxilico

Os espectros de absorcéo na regidao do infravermelho apresentam picos de absorcao
caracteristicos como: absorcdo em 3520 — 3363 cm™' caracteristicos de presenca de N-H;
absorcdo em 3082 — 2931 cm™ caracteristico de presenca de CH;; absorcdo em 1658 —

1550 cm™ caracteristico de grupo amida; absor¢cdo em 1658 cm™ caracteristico do
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grupamento R-N-C(=0)-R; absorcdo em 1600 — 1540 — 1480 cm™ caracteristico de anel
benzénico; absorcdo em 1253 - 1170 cm™ caracteristico de C-O; absorcdo em 800 - 750 —
600 cm™ caracteristicos de presenca de anel benzénico metassubstituido; absorcdo em
1750 — 1253 cm caracteristicos de presenga de acido carboxilico, sendo todos condizentes

com a estrutura da flucloxacilina sédica como mostrado na Figura 3.5.

4.2.7. Espectrofotometria de absorcao na regiao do ultravioleta

A espectrofotometria na regido do UV é uma técnica simples, rapida e de facil
execucdo, € menos dispendiosa que a técnica de CLAE, possibilita a identificacdo e
quantificacdo de farmacos e medicamentos e, por isso, pode ser utilizada nas analises
durante a produgéo e na rotina do controle de qualidade das industrias farmacéuticas
(CARDOSO et al., 2006; AMIN et al., 2008).

O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar a FLU sédica presente nas
capsulas, pois a identificacdo de um farmaco pode ser feita através da analise do seu
espectro de absorcao na regiao do ultravioleta (200-400 nm).

4.2.7.1. Material

Foram utilizadas FLU-SQR e FLU-cépsula, descritas nas seg¢des 4.1.2 e 4.1.3,
respectivamente. Os solventes utilizados foram de grau analitico.

Os espectros na regido do UV foram obtidos utilizando-se equipamento de
espectrofotémetro KAYAK® XA, modelo HP 8453, com software Chemstation UV-VIS e cubetas
de quartzo com 1 cm de caminho éptico. As leituras foram realizadas entre 200-400 nm.

4.2.7.2. Método

Os espectros de absorcdo no UV de FLU-SQR e FLU-capsula foram obtidos nos
solventes: agua ultrapura (obtida por sistema de purificagdo Milli-Q® (Malsheim, Franca),
metanol (Synth®, Diadema, Brasil), acido cloridrico (Qhemis®, Florianépolis, Brasil) 0,1 M e
hidréxido de sédio (Synth®, Diadema, Brasil) 0,1 M, na concentracdo de 30 pg/mL.

A identificacdo de FLU em capsulas foi realizada comparando os espectros obtidos
(SQR e céapsulas) quanto ao perfil caracteristico e comprimento de onda de absorgcdo maxima.

Foram pesados 10 mg de FLU-SQR e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL
e o volume foi completado com agua, obtendo solugdo com concentracao final de 100 pg/mL
(solugao A). Uma aliquota de 3 mL da solugao A foi transferida para baldao volumétrico de 10
mL e o volume foi completado com os diferentes solventes, obtendo solugdo com

concentracao final de 30 pug/mL.
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Para as capsulas, foi pesado o equivalente a 10 mg de flucloxacilina sédica a partir
do pool obtido das capsulas e seguiu o preparo como descrito para FLU-SQR.

4.2.7.3. Resultados

Os espectros de absor¢do na regido do UV de FLU-SQR e FLU-cdpsula com
concentracao de 30 pug/mL em &gua, metanol, &cido cloridrico e hidréxido de sbédio estdo
apresentados nas Figuras 4.8 a 4.11.
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Figura 4.8. Espectro de absorcdo por espectrofotometria na regiao do UV, de solugdo de
flucloxacilina sédica SQR (preto) e amostra (vermelho), utilizando metanol como solvente.
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Figura 4.9. Espectro de absorcdo por espectrofotometria na regido do UV, de solugdo de

flucloxacilina s6dica SQR (preto) e amostra (vermelho), utilizando NaOH 0,1 M como solvente.
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Figura 4.10. Espectro de absorcdo por espectrofotometria na regido do UV, de solugcdo de
flucloxacilina sédica SQR (preto) e amostra (vermelho), utilizando HCI 0,1 M como solvente.
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Figura 4.11. Espectro de absorcao por espectrofotometria na regido do UV, de solugcdo de

flucloxacilina sédica SQR (preto) e amostra (vermelho), utilizando agua como solvente.

4.2.7.4. Discussao

A FLU foi solavel em todos os solventes utilizados uma vez que ndao houve
precipitacdo nos baldes volumétricos apds o preparo das solugdes e estas mantiveram-se
limpidas, com exce¢ado da solugdo em hidroxido de sédio que foi de coloracdo amarelada,
indicando a presencga de degradacao. Os espectros de absorgéo obtidos na andlise de FLU-
SQR e FLU-capsula mostraram-se similares em todos os solventes utilizados, confirmando a
identidade da amostra, portanto, pode-se dizer que as amostras continham FLU sddica.

A FLU sofre degradacdo em meio basico como pode ser observado no capitulo 5
(secéo 5.4.6.1.1) e embora seja mais estavel em meio acido, também houve uma pequena
degradacao quando utilizado este solvente (capitulo 5, secéo 5.4.6.1.1). Embora todos os
espectros tenham mostrado absorgcédo na regido entre 260 e 274 nm, a agua foi o solvente
escolhido para a realizacdo das analises qualitativas e quantitativas por espectrofotometria
na regiao do UV devido a degradacao apresentada pelos outros solvente, além do custo e
menor geracdo de residuos. O comprimento de onda 274 foi o escolhido porque em

comprimentos de onda inferiores ha interferéncias como pode ser observado na Figura 4.11.

4.2.8. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A CLAE tem grande importancia para andlise de produtos farmacéuticos devido a
sua especificidade e seletividade, além de ser exata e precisa. Entretanto, possui como
limitacdo o alto custo das andlises devido a instrumentacdo e utilizacdo de solventes
organicos com alto grau de pureza.

O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar a FLU sédica presente nas
capsulas. Embora a CLAE seja utilizada mais frequentemente para a analise quantitativa, o
método por cromatografia liquida pode ser muito Util na identificagdo de farmacos, através
da comparacao dos tempos de retengado da amostra e da respectiva SQR.
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4.2.8.1. Material

Foram utilizadas FLU-SQR e FLU-capsula, descritas nas seg¢des 4.1.2 e 4.1.3,
respectivamente. A fase mével foi composta por metanol (J.T. Baker®, Xelostoc, México) e
solugcdo aquosa de &cido fosférico (Berzog®, Alemanha) na concentragdo de 0,025 M, pH
5,5. Foi utilizada membrana de nitrato de celulose de 0,45 pm de didmetro de poro e 47 mm
de diametro (Sartorius®, Gettinge, Alemanha) para filtrar a fase mével e, membrana com
poro de 0,45 um e 15 mm de diametro (Macherey-Nazel®, Diren, Alemanha) para filtrar as
solucdes de FLU-SQR e FLU-capsula. As solucdes constituintes da fase moével foram
desgaseificadas em ultrassom (Unique®, Indaiatuba, Brasil).

O equipamento utilizado foi o cromatégrafo a liquido Waters®, composto de bomba
cromatografica gradiente binaria Waters® 1525, injetor manual Rheodyne Breeze® 7725i e
detector UV-VIS Waters® 2487, equipado com software Empower e coluna Zorbax Cis
Agilent® (4,6 x 250 mm), 5 pm.

A agua ultrapura utilizada para preparo das solugdes-mae de FLU-SQR e FLU-
capsula, foi obtida de sistema de purificacdo de agua Milli-Q® (Malsheim, Franca).

4.2.8.2. Método

A fase mével foi constituida por metanol: acido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v).
A solucédo de acido fosforico foi filtrada sob vacuo e desgaseificada em ultrassom durante 30
minutos.

Foram pesados 10 mg de FLU-SQR e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL
e o volume foi completado com agua, obtendo-se solugdo com concentracao final de 100
ug/mL (solugdo-mae). Uma aliquota de 5 mL da solugdo-mae foi transferida para balao
volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com fase movel, obtendo-se solugdo com
concentracao final de 50 pg/mL. Para as céapsulas, foi pesado o equivalente a 10 mg de FLU
a partir do pool obtido das capsulas e seguiu o preparo como descrito para FLU-SQR. Em
seguida, as solugbes foram filtradas em membrana com poro de 0,45 ym e 13 mm de
diametro.

ApOs estabilizagao do sistema cromatografico, 20 yL das solugdes foram injetados
no cromatdgrafo, e analisadas no comprimento de onda de 225 nm. A identificacdo das
capsulas foi realizada através da comparacdao dos tempos de retengcdo e o perfil
cromatografico obtido na analise desta solugdo com aquela preparada com FLU-SQR.

4.2.8.3. Resultados
Os cromatogramas de FLU-SQR e FLU-capsulas sao representados nas Figuras
4.12 e 4.13, respectivamente.
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Figura 4.12. Cromatograma obtido por CLAE para solucdo de FLU-SQR (50 ug/mL). Fase mével:
metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 5,5 (60:40 v/v). Fase estacionaria: Zorbax Agilent® Cis (250 x 4,6

mm), 5 um. Vazdo: 1,0 mL/min. Comprimento de onda de 225 nm. Tempo de reten¢éo: 4,4 minutos.
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Figura 4.13. Cromatograma obtido por CLAE para solugao de FLU-capsula (50 ug/mL). Fase mével:
metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 5,5 (60:40 v/v). Fase estacionaria: Zorbax Agilent® Cis (250 x 4,6

mm), 5 um. Vaz&o: 1,0 mL/min. Comprimento de onda de 225 nm. Tempo de retengéo: 4,4 minutos.

4.2.8.4. Discussao

Com o objetivo de desenvolver e validar metodologia por CLAE, diversos sistemas
eluentes foram testados, compostos por agua, solucdo tampéo fosfato, metanol, acetonitrila
e acido acético, em diversas proporcdes e valores de pH. O sistema eluente que
demonstrou pico de retengcdo adequado e tempo de eluicao satisfatorio foi o sistema definido
para identificagéo e posterior validagdo do método analitico (metanol: acido fosférico 0,025
M, pH 5,5).

Depois de estabelecidos os parametros analiticos, pode-se afirmar que a
comparacgao dos tempos de retencao da solucao de FLU-SQR e FLU-cépsulas indica que a

FLU esta presente nas amostras.

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino



Andlise Qualitativa 79

4.2.9. Eletroforese capilar (EC)

A eletroforese capilar vem ganhando cada vez mais importancia para analise de
farmacos e medicamentos e pode ser uma técnica analitica complementar a CLAE
(MALESUIK et al., 2010).

O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar a FLU sodica presente nas
capsulas. Assim como CLAE, a eletroforese capilar é mais frequentemente utilizada para a
andlise quantitativa, mas este método pode ser muito Util na identificagéo de farmacos, através

da comparacao dos tempos de migracao e perfil eletroforético da amostra e da SQR.

4.2.9.1. Material

Foram utilizados FLU-SQR e FLU-capsulas, descritos nas segbes 4.1.2. e 4.1.3,
respectivamente.

Os reagentes de grau analitico utilizados para preparo do eletrélito foram: acido
bérico (Spetrum®, Gardena, EUA), dodecilsulfato de sédio (SDS) (Synth®, Diadema, Brasil).
A agua ultrapura foi obtido por sistema de purificagao Milli-Q® (Malsheim, Franca). A solugéo
utilizada como padrdo interno foi preparada com nimesulida (Farmacopeia Brasileira) e
metanol grau CLAE (Tedia® Ohio, USA). Estearato de magnésio (Audaz Farmacopeia
Fina®, Sao Paulo, Brasil), grau farmacéutico foi utilizado para preparo do placebo. Hidréxido
de sédio (Synth®, Diadema, Brasil) foi utilizado para o condicionamento do capilar.

As solugdes tampéao borato de sddio, FLU-SQR, FLU-capsula e hidroxido de sodio
foram filtradas através de membrana de nylon 0,45 pm de diametro de poro (Vertical®,
Bangkok, Tailandia). Para verificar o pH do eletrdlito foi utilizado o potencidmetro modelo
DM-20 Digimed® (Santo Amaro, Brasil).

O equipamento de eletroforese capilar utilizado foi o modelo Agilent® *°CE (Agilent®
Technologies, Waldbronn, Alemanha), acoplado com detector de arranjo de diodos (PDA),
injetor automatico, com controle de temperatura e tenséo de 30 kV, instalado no Laboratério
de Controle de Qualidade de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O software ChemStation foi utilizado para
controle do equipamento e aquisicao de dados. O capilar de silica fundida, utilizado para as
andlises, apresenta 50 um de diametro interno e 485 cm de comprimento total
(comprimento efetivo de 40 cm) (Agilent® Technologies, Waldbronn, Alemanha).

4.2.9.2. Método
O eletrdlito foi preparado a partir da mistura de solugdo tampéao borato de sédio 50
mM e SDS 80 mM, pH 8,5. A tensdo empregada foi 20 kV. A temperatura do capilar foi 27,5

°C. O solvente das solugdes foi o eletrdlito. Nimesulida foi utilizada como padrao interno. As
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analises foram realizadas com injeg&o hidrodinamica e o comprimento de onda das analises
foi 210 nm.

O condicionamento inicial do capilar foi realizado com lavagem de solugcao de
hidréxido de s6dio 1,0 M durante 1 hora e agua por 15 minutos. O condicionamento diario
do capilar consistiu em lavagens de solugédo de hidréxido de sédio 0,1 M, agua e eletrdlito
por 15 minutos com cada solugédo. Para as demais corridas, o capilar foi submetido ao pré-
condicionamento por meio de lavagens de solugcado de hidroxido de sdédio 0,1 M, agua e
eletrélito por 2, 1 e 3 minutos, respectivamente. Apds a migracao de cada amostra, o capilar
foi submetido ao pds-condicionamento por meio de lavagens com agua durante 3 minutos.

Foram pesados 6,7 mg de FLU-SQR e transferidos para baldo volumétrico de 20 mL
e o0 volume foi completado com agua, obtendo-se solugao com concentragao de 300 pg/mL.
Uma aliquota 250 puL de desta solucéo foi transferida para tubo de eppendorf e foram
adicionados de solugdo de padrdo interno nimesulida e o volume foi completado com
eletrélito para obter solugdes com concentracdes final de 50 ug/mL. Para as capsulas, foi
pesado o equivalente a 6,0 mg de FLU sddica a partir do pool obtido das capsulas e seguiu
o preparo como descrito para FLU-SQR. Em seguida, as amostras foram filtradas e
analisadas. A solu¢do de nimesulida utilizada como padrdo interno foi preparada pesando
100 mg de nimesulida e transferidos para baldao volumétrico de 100 mL e o volume foi
completado com metanol, obtendo-se uma solugdo com concentracdao de 1000 pg/mL.
Aliquotas de 75 uL foram transferidas para os tubos de eppendorf contendo as solucdes de
FLU-SQR e FLU-capsula.

A identificagdo da FLU presente nas capsulas utilizando a técnica de EC foi realizada
através da comparacao entre o tempo de migracédo e o perfil eletroforético observados na
solucao de FLU-SQR e FLU-capsulas.

4.2.9.3. Resultados
As Figuras 4.14 e 4.15 apresentam os eletroferogramas de FLU-SQR e FLU-
capsulas, respectivamente.

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino



Andlise Qualitativa 81

B35

g

SQR Pl

- 2]
= £

Absomvancia
~,

250

1! 2' é f‘ EI minutos

Figura 4.14. Eletroferograma de solugdo de FLU-SQR (50 ug/mL), obtido por eletroforese capilar.
Eletrdlito: solugdo tampao borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar Agilent® (48,5 cm),
50 um. Comprimento de onda: 210 nm. Tempo de migragédo: 4,6 minutos. (Pl) padrao interno; (SQR)

substancia quimica de referéncia.
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Figura 4.15. Eletroferograma de solugcdo de FLU-capsula (50 ug/mL), obtido por eletroforese capilar.
Eletrélito: solugdo tampao borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar Agilent® (48,5 cm),

50 pm. Comprimento de onda: 210 nm. Tempo de migragdo: 4,6 minutos. (Pl) padréo interno.

4.2.9.4. Discussao

Com o objetivo de desenvolver e validar metodologia por eletroforese capilar,
diversos eletrélitos foram testados, sendo compostos por solucdo tampao borato de sédio,
solucdo tampéao fosfato de sddio e dodecilsulfato de sédio, em diversas concentracgées,
proporcdes e valores de pH. O eletrdlito que apresentou pico com tempo de migracao
satisfatério foi o eletrélito definido para identificacdo e posterior validacdo do método

analitico (solugao tampao borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5).
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Apls estabelecer os parametros analiticos, pode-se afirmar que a comparagao dos
tempos de migragdo da solucdo de FLU-SQR e FLU-capsulas indica que as amostras

possuem a mesma identidade.

4.2.10. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica flexivel, permitindo a
utiizacdo dos mais variados sistemas eluentes e agentes reveladores, os quais séo
determinados de acordo com as caracteristicas do produto em andlise. Além disso, a CCD é
uma técnica de facil execucdo e com baixo custo, se comparada as outras técnicas
analiticas utilizadas para identificacdo de produtos. Este método permite identificar o
farmaco quando cromatografado junto com a SQR comparando os valores de Rf da SQR e
amostra, obtidos sob as mesmas condi¢des. Permite ainda, a determinacdo de impurezas e
a monitoracdo das reacoes nos produtos em analise (DEGANI et al., 1998; COLLINS et al.,
2006; JOSHI et al., 2009).

4.2.10.1. Material

Foram utilizadas placas de silica gel Fas4 (20 x 20 cm), com espessura de 0,25 mm
(Kieselgel 60, Merck®, Alemanha); solucdo de FLU-SQR e FLU-capsula, descritas nas
secdes 4.1.2 e 4.1.3, respectivamente, integras e degradadas com acido cloridrico 0,1 M;
hidréxido de sédio 0,001 M e perdxido de hidrogénio 3%.

Foram utilizados os solventes de grau analitico: acetato de amoénia (Vetec®, Rio de
Janeiro, Brasil), 154 g/L pH 5,0, acetato de etila (Synth®, Diadema, Brasil), acetona (Synth®,
Diadema, Brasil), acetonitrila (J.T. Baker®, México), acido acético glacial (Qhemis®,
Florianépolis, Brasil), &cido férmico (Synth® Diadema, Brasil), acido fosférico (Berzog®,
Alemanha), acido oxalico 0,5 M (Synth®, Diadema, Brasil), butanol (Synth®, Diadema, Brasil),
cloroférmio (Synth®, Diadema, Brasil), diclorometano (Synth®, Diadema, Brasil), etanol
(Nuclear®, Diadema, Brasil), hidréxido de aménio (Merck®, Rio de Janeiro, Brasil), iodo
(Synth®, Diadema, Brasil), isopropanol (Quimex®, Lima, Peru) e metanol (Synth®, Diadema,
Brasil).

4.2.10.2. Método

Foram pesados 500 mg de FLU-SQR e tranferidos para baldao volumétrico de 25 mL
e o volume foi completado com agua, obtendo-se solugdo com concentragdo de 20,0
mg/mL (solugdo A). Uma aliquota de 2,5 mL da solu¢cdo A foi transferida para baldo

volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua, obtendo-se solugdao com
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concentracao final de 5,0 mg/mL. Para FLU-capsulas, foi pesado o equivalente a 500 mg do
pool obtido das capsulas de FLU sédica e seguiu o procedimento realizado para FLU-SQR.

Para a degradagdo da SQR e amostra foi transferida uma aliquota de 5,0 mL da
solugdo A para baldo volumétrico de 10,0 mL, e o volume foi completado com acido
cloridrico 0,1 M, hidréxido de sédio 0,001 M ou peroxido de hidrogénio a 3%, obtendo-se
uma solugdo com concentragédo de 10 mg/mL (solucdo B). A solugéo B foi dividida em duas
porgcdes, sendo uma por¢cao mantida a temperatura ambiente e, a outra por¢do mantida em
banho aquecido a 70 °C. Apds 60 minutos da adicao de HCI, 30 minutos da adicao de NaOH
ou H,O, foram coletadas aliquotas de 5,0 mL de cada porcao da solucédo B e tranferidas
para baldao volumétrico de 10 mL e foi adicionado &cido cloridrico ou hidréxido de sodio para
neutralizacdo da solucdo degradada com hidréxido de sodio ou &cido cloridrico,
respectivamente, e o volume foi completado com agua para obtencdo de solugdo com
concentracao final de 5,0 mg/mL. Estas solugdes foram aplicadas na placa cromatografica.
Para a solucado degradada com perédxido de hidrogénio, aliquota de 5,0 mL foi transferida
para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua, obtendo-se solucao
com concentracao de 5,0 mg/mL e aplicada na placa cromatogréfica.

Os sistemas eluentes testados com as solugdes integras de SQR e amostra foram
utilizados baseado na literatura (VANDAME, VOETS, 1972; MANNI et al., 1973; SAESMAA,
1989; FB, 1998; USP, 2008; BP, 2010a; BP, 2010b; EP, 2011) e estdo descritos na Tabela
4.3. Os sistemas que apresentaram melhores resultados em relagao a posigao, forma e fator
de retencdo (Rf) das manchas foram testados para as solu¢des degradadas, em cada
condicéo, conforme descritas acima. As solugcbes degradadas foram analisadas a fim de
verificar se a(s) fase(s) mével(is) é(sdo) capaz(es) de distinguir o produto integro do(s)

produto(s) de degradacao, se estiver(em) presente(s), para melhor caracterizacdo da FLU.
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Tabela 4.3. Sistemas de fases moveis testados na CCD para solugdo de FLU-SQR e FLU-

capsulas integras

Sistema de FM
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acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (30:70, v/v
50:50, v/v

)
acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 )
70:30, v/v)

)
)

(
(
acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (
acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (80:20, v/v
acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (90:10, v/v
metanol: cloroférmio : dgua : acetona (9:8:3:1, v/v/v)
cloroférmio: metanol: agua (35:10:5, v/v/v)
diclorometano: metanol: 4gua (57:35:8, v/v/v)
butanol: &cido acético: agua (4:1:5, v/v/v)
butanol: metanol (35:15, v/v)
butanol: &cido acético: agua (10:1:5, v/v/v)
butanol: acido acético (10:5, v/v)
butanol: metanol: 4gua (50:25:5, v/v/v)
acetona: acido acético (15:5, v/v)
acetonitrila: metanol: acido oxalico 0,5 M pH 2,0 (20:20:60, v/v/v)
acetona: acetato de aménia (10:90, v/v)
etanol: acido acético: agua (10:6:6, v/v)
acetona: hidroxido de aménio (70:30, v/v)
acetona: metanol (70:30, v/v)
acetona: metanol: agua (60:30:10, v/v/v)
acetona: hidroxido de aménio: agua (30:10:10, v/v/v)
acetato de etila: metanol (7:3, v/v)
acetato de etila: acido acético (30:20, v/v)
acetato de etila: 4cido acético: agua (30:20:10, v/v/v)
acetato de etila : metanol : 4gua (10:3:2, v/v/v)
acido fosférico 0,025 M pH 5,5: metanol (60:40, v/v)
butanol: 4gua: etanol: acido acético (5:2:1,5:1,5, v/v/v/v)
butanol: 4gua: &cido acético (4:1:1, v/v/v/v)
acetona: 4cido acético (95:5, v/v)
cloroférmio: isopropanol: dgua (60:40:4 v/v/v)
acetato de etila: acido acético: agua (8:1:1, v/v/v)
acetato de etila: acido acético: agua (70:15:15, v/v/v)
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Tabela 4.3. cont. Sistemas de fases méveis testados na CCD para solucao de FLU-SQR e

FLU-capsula integras

Sistema de FM

33 acetato de etila: acido acético: agua (7:2:1, v/v/v)
34 acetato de etila: acido acético: agua (3:1:1, v/v/v)
35 butanol: &cido féormico: agua (80:3:1, v/v/v)

36 cloroférmio: etanol: acido acético (9:1:0,2, v/v/v)

37 agua: acido acético: acetona: acetato de etila (1:2:2:5, v/v/v/v)

Para o ensaio, inicialmente a cuba de vidro foi saturada com sistema de fase mével.
Com auxilio de seringa de 20 uL foram transferidas as solugbes integras de FLU-SQR e
amostras para as placas e procedeu-se a cromatografia. Apds a migragéo da fase movel, a
placa foi retirada da cuba, deixando-se o solvente evaporar. As placas foram reveladas com
exposi¢do ao vapor de iodo, para comparagdo das manchas quanto a forma, tamanho e
posicao. Foi determinado o Rf de cada solucédo, em todas as analises.

4.2.10.3. Resultados
A Tabela 4.4 apresenta os Rfs obtidos com os diversos sistemas solventes
empregados na andlise de solugdes integras de FLU-SQR e amostras.
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Tabela 4.4. Valores de Rf obtidos com os diversos sistemas de fases modveis testados na

CCD para andlise de solugbes de FLU-SQR e FLU-cpsula integras

Sistema de FM Rf SQR Rf amostra

1 acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (30:70, v/v) 0,99 0,99

2 acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (50:50, v/v) 0,95 0,98

3 acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (70:30, v/v) 0,80 0,79

4 acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (80:20, v/v) 0,4;0,8; 0,98 0,43;0,8;1,0

5 acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (90:10, v/v) 0,25; 0,64; 0,82 0,24; 0,65; 0,83

6 metanol: cloroférmio: agua : acetona (9:8:3:1, v/v/v/v) 0,87 0,86

7 cloroférmio: metanol: agua (35:10:5, v/v/v) 0,88 0,87

8 diclorometano: metanol: agua (57:35:8, v/v/v) 0,9 0,89

9 butanol: &cido acético: agua (4:1:5, v/v/v) 0,57; 0,77 0,57;0,78

10 butanol: metanol (35:15, v/v) 0,67 0,71

11 butanol: &cido acético: agua (10:1:5, v/v/v) 0,1;0,6 0,12; 0,6

12 butanol: &cido acético (10:5, v/v) 0,75;0,82 0,75; 0,83

13 butanol: metanol: agua (50:25:5, v/v/v) 0,75 0,74

14 acetona: 4cido acético (15:5, v/v) * *

15 acetonitrila: metanol: acido oxalico 0,5 M pH 2,0 (20:20:60, 0,91 0,92

VIVIV)

16 acetona: acetato de aménia (10:90, v/v/v) * *

17 etanol: acido acético: agua (10:6:6, v/v/v) 0,75 0,76

18 acetona: hidroxido de aménio (70:30, v/v) b b

19 acetona: metanol (70:30 v/v) * *

20 acetona: metanol: 4gua (60:30:10, v/v/v) * *

21 acetona: hidroxido de aménio: agua (30:10:10, v/v/v) ** **

22 acetato de etila: metanol (7:3, v/v) * *

23 acetato de etila: acido acético (30:20, v/v) 0,67; 0,91 0,65; 0,91

24 acetato de etila: 4cido acético: agua (30:20:10, v/v/v) 0,75; 0,95 0,76; 0,96

25 acetato de etila: metanol: agua (10:3:2, v/v/v) i b

26 acido fosférico 0,025 M pH 5,5: metanol (60:40, v/v) 0,93 0,94

27  butanol: agua: etanol: acido acético (5:2:1,5:1,5, v/v/v/v) 0,27; 0,37; 0,52; 0,27; 0,37; 0,52;
0,73 0,73

28 butanol: 4gua: acido acético (4:1:1, v/v/v) 0,25; 0,54 0,25; 0,54

29 acetona: 4cido acético (95:5, v/v) * *

30 cloroférmio: isopropanol: agua (60:40:4, v/v/v) 0,70; 0,31 0,70; 0,31

31 acetato de etila: acido acético: agua (8:1:1, v/v/v) 0,15; 0,22; 0,72 0,15; 0,22; 0,72
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Tabela 4.4. cont. Valores de Rf obtidos com os diversos sistemas de fases méveis testados

na CCD para analise de solugdes de FLU-SQR e FLU-capsula integras

Sistema de FM Rf SQR Rf amostra

32 acetato de etila: acido acético: agua (70:15:15, v/v/v) 0,27;0,37; 0,80 0,28; 0,37; 0,81

33 acetato de etila: acido acético: agua (7:2:1, v/v/v) b b

34 acetato de etila: acido acético: agua (3:1:1, v/v/v) 0,21;0,5; 0,71; 0,20; 0,51; 0,71; 0,86
0,85

35 butanol: acido férmico: agua (80:3:1, v/v/v) ** b

36 cloroférmio: etanol: acido acético (9:1:0,2, v/v/v) 0,31;0,48; 0,73; 0,3;0,47; 0,72; 0,87
0,88

37 4gua: acido acético: acetona: acetato de etila (1:2:2:5, * *

V/VIV/IV)

*nao foi possivel determinar o Rf, pois as manchas eram amorfas; **ndo exibiram manchas apds a

exposi¢ao da placa ao vapor de iodo.

De acordo com os resultados obtidos, levando-se em considera¢ao o tamanho, forma
e Rf das manchas, os sistemas de fases moveis escolhidos para analise das solugdes
degradadas de FLU-SQR e amostra utilizando H,O, 3% com e sem aquecimento, HCI 0,1 M
com aquecimento e NaOH 0,001 M com aquecimento foram os sitemas de numero 3, 27,
28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, e 37.

Estes sistemas de fases modveis foram apropriados para identificacdo da FLU na
forma farmacéutica estudada, demonstrando que o farmaco nao esta alterado, uma vez que
as manchas das solugdes integras de FLU-SQR e amostras foram semelhantes em posicéo,
tamanho e intensidade. Entretanto, para as solucbes degradadas da amostra sob
aquecimento e em temperatura ambiente ndo houve manchas diferentes daquelas obtidas
com as solucdes integras. As Figuras 4.16 a 4.25 mostram os perfis cromatograficos apos
revelagdo com vapor de iodo para as solugbes de integras FLU-SQR e amostras e
degradadas com HCI 0,1 M sob aquecimento por 60 minutos, NaOH 0,001 M sob
aquecimento por 30 minutos e H,O, 3% sob aquecimento por 30 minutos.
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Figura 4.16. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e capsula. Fase moével: butanol: agua: etanol:
acido acético (5:2:1,5:1,5, v/v/v/v). Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int =

solucao integra).

HO HC1 NaOH int

A P A P A P A P

Figura 4.17. Perfil cromatogréfico obtido de FLU-SQR e cépsula. Fase mével: butanol: dgua: acido
acético (4:1:1, v/v/v). Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solugéo integra).
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Figura 4.18. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e cépsula. Fase mével: acetona: acido acético

(95:5, v/v). Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solugéo integra).

Figura 4.19. Perfil cromatogréfico obtido de FLU-SQR e capsula. Fase movel: cloroférmio:
isopropanol: agua (60:40:4, v/v/v). Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int =
solucao integra).
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Figura 4.20. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e capsula. Fase movel: acetato de etila: acido
acético: agua (8:1:1, v/v/v). Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solugao
integra).

Figura 4.21. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e capsula. Fase moével: acetato de etila: acido
acético: agua (70:15:15, v/v/v). Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solugédo
integra).
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Figura 4.22. Perfil cromatogréafico obtido de FLU-SQR e cépsula. Fase mével: acetato de etila: acido
acético: agua (7:2:1, v/iv/v). Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solugao

integra).

H O HC1 NaOH int
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Figura 4.23. Perfil cromatogréafico obtido de FLU-SQR e capsula. Fase mével: acetato de etila: acido
acético: agua (3:1:1, v/iv/v). Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solugao
integra).
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HO HC1 NaOH int
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Figura 4.24. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e capsula. Fase mével: cloroférmio: etanol:
acido acético (9:1:0,2, v/v/v). Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solugdo

integra).

Figura 4.25. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e cépsula. Fase moével: dgua: acido acético:
acetona: acetato de etila (1:2:2:5, v/v/v/v). Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra;
int = solucao integra).

Para o sistema de fase mével composto por acetona: acetato de aménio 154 g/L pH
5,0 (70:30 v/v) foram verificadas manchas para as solugbes degradadas das amostras
apenas com peroxido de hidrogénio, sendo, portanto, apropriada para demonstrar a
formacao de produto de degradagéao originado a partir deste agente degradante. Os valores
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de Rf obtidos para as solugbes integras e degradadas de FLU-SQR e amostra estdo

apresentados na Tabela 4.5. As Figuras 4.26 a 4.30 mostram os perfis cromatograficos das

amostras apos revelagdo com vapor de iodo.

Tabela 4.5. Valores de Rf obtidos para solugdes integras e degradadas com peroxido de

hidrogénio 3% de FLU-SQR e FLU-capsula

RfPint RfAint RfPdeg RfAdeg

Imediatamente a adicao de H,O, 0,79
30 minutos em aquecimento 0,79
60 minutos em aquecimento 0,82
120 minutos em aquecimento 0,79

120 minutos em temperatura ambiente 0,83

0,79 0,4 0,4

0,79 0,3;0,78 0,3;0,78
0,81 0,34 0,36
0,79 0,2 0,2

0,84 0,47;0,51 0,47; 0,51

Rf P int = Rf solugdo integra do padrao; Rf A int = Rf solugao integra da amostra; Rf P deg = Rf

solucdo degradada do padrao; Rf A deg = Rf solugdo degradada da amostra.

A P A P Aint Pint

Figura 4.26. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e capsula. Fase mével: acetona: acetato de
amdnio 154 g/L, pH 5,0 (70:30, v/v), imediatamente apés adigdo de H,O, 3%. Agente revelador: vapor

de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solugdo integra).
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A P A P Aint Pint

Figura 4.27. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e cépsula. Fase mével: acetona: acetato de
amodnio 154 g/L, pH 5,0 (70:30, v/v), apés 30 minutos de aquecimento com H,O, 3%. Agente
revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solucao integra).

A P A P Aint Pint

Figura 4.28. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e capsula. Fase mével: acetona: acetato de
amobnio 154 g/L, pH 5,0 (70:30, v/v), apés 60 minutos de aquecimento com H,O, 3%. Agente
revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solugdo integra).
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A P A P Aint Pint

Figura 4.29. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e cépsula. Fase mével: acetona: acetato de
amodnio 154 g/L, pH 5,0 (70:30, v/v), apés 120 minutos em temperatura ambiente com H,O, 3%.
Agente revelador: vapor de iodo. (P = SQR; A = amostra; int = solugao integra).

A P A P Aint P int

Figura 4.30. Perfil cromatografico obtido de FLU-SQR e capsula. Fase mével: acetona: acetato de
amodnio 154 g/L, pH 5,0 (70:30, v/v), apdés 120 minutos em aquecimento com H,O, 3%. Agente
revelador: vapor de iodo (P = SQR; A = amostra; int = solugao integra).

Foi possivel observar que imediatamente apds a adicdo de peréxido de hidrogénio
3%, a FLU sofre degradacéo, pois houve uma mancha com Rf diferente daquele obtido para
a solucao integra do farmaco. Apds 30 minutos a FLU esta presente, entretanto, ap6s 60
minutos em contato com o perdxido de hidrogénio foi observado que a FLU degradou-se
totalmente ou esta presente em quantidade pequena e nao é possivel ser identificada por
este método, mas ha presenca de produto de degradacao. Apds 120 minutos, foi observado
que ha formagdo de dois produtos de degradacdo, evidenciados pelas duas manchas
diferentes daquelas obtidas com a solugao integra do farmaco.

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino



Andlise Qualitativa 96

4.2.10.4. Discussao

A CCD foi empregada com o objetivo de identificar a FLU nas capsulas e também
para distingui-la de possiveis produtos de degradagédo. As placas cromatograficas foram
analisadas em camara com lampada de luz UV antes de serem reveladas com vapor de
iodo, mas nenhuma mancha foi observada. A FLU apresenta, apds exposicdo ao vapor de
iodo, uma mancha de cor marrom, verificada na solu¢do da SQR e amostra.

Os periodos de coletas ap6s degradagdao com peréxido de hidrogénio, HCI ou NaOH
foram determinados a partir das analises realizadas em CLAE nos estudos de estabilidade
(secao 7.2.2), nas quais foi possivel observar a formacdo de produtos de degradacao
originados a partir destas situagoes de estresse. Os sistemas de fases méveis testados
foram utilizados baseado na literatura para andlises de penicilinas (VANDAMME, VOETS,
1972; MANNI et al., 1973; SAESMAA, 1989). As solucdes FLU-SQR e amostra foram feitas
com concentragdes baseadas na Farmacopeia Britanica (BP 2010a) e Europeia (EP, 2011)
que estabelecem solugédo com concentracao de 5,0 mg/mL para analise de CCD. Em virtude
disso, as solugdes estoques foram preparadas com concentragdes tais que a solucao final
(ap6s degradacdes e diluicoes) estivessem com concentracao de 5,0 mg/mL.

Compéndios oficiais também foram consultados quanto as fases méveis utilizadas
para a analise de FLU, isoxazolilpenicilinas e outras penicilinas. As Farmacopeias Europeia
(EP, 2011) e Britanica (BP, 2010a) descrevem CCD para FLU sddica, dicloxacilina sédica,
cloxacilina sédica e benzilpenicilina potassica, empregando como fase movel acetona:
acetato de aménio 154 g/L pH 5,0 (30:70, v/v). A Farmacopeia Britanica (BP, 2010b) ainda
descreve a mesma fase moével para andlise de ticarcilina sédica. A Farmacopeia Brasileira
IV (FB 4, 1988) descreve CCD utilizando a fase mével acetona: acetato de aménio 154 g/L
pH 7,0 (30:70, v/v) para andlise de benzilpenicilina procaina e benzatina; a mesma fase
mével, mas com pH 5,0 é utilizada para a benzilpenicilina sédica e potassica; acetona:
acetato de aménio 154 g/L pH 5,0 (10:90, v/v) para identificagdo de ampicilina triidratada;
metanol: cloroférmio: agua: acetona (9:8:3:1, v/v/v/v) € usada para a identificagdo de
amoxicilina triidratada; acetona: acetato de aménio 154 g/L pH 5,0 (90:10, v/v) para andlise de
ampicilina e ampicilina sédica. A Farmacopeia Britanica (BP, 2010a) descreve a identificagao
de amoxicilina triildradata, amoxicilina sédica, ampicilina, ampicilina triidratada e ampicilina
sodica por CCD utilizando a fase mével acetona: acetato de aménio 154 g/L pH 5,0 (10:90,
V/v).

Apesar de diversos sistemas de fases moveis terem sido testados, apenas o sistema
constituido por acetona: acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (70:30, v/v) apresentou Rf
satisfatorio para FLU-SQR e amostra. Os demais sistemas solventes apresentaram Rf
insatisfatério (acima de 0,8) e/ou as manchas eram amorfas dificultando a visualizacdo do

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino



Andlise Qualitativa 97

inicio e término das mesmas. Porém, estes resultados foram obtidos para SQR e amostra
demonstrando que ambas s&o semelhantes, em relacdo ao tamanho e intensidade da
mancha e, portanto, ndo ha impurezas nas amostras, sendo possivel identificar a FLU. Os
resultados obtidos sugerem que a FLU-SQR e as cdpsulas possuem a mesma identidade.

Com este sistema solvente (acetona: acetato de amoénia 154 g/L pH 5,0 (70:30, v/v)),
entdo, foram analisadas as solugdes degradadas. Apenas para as solugées das amostras
degradadas com peréxido de hidrogénio 3% este sistema foi satisfatério. Acredita-se que
nas demais condicdes, o produto de degradagao formado estava em pequena quantidade e
nao foi possivel detectar por este método, uma vez que foi possivel verificar, por CLAE,
produtos de degradacao originados por hidrélise acida e basica, conforme apresentado no
capitulo do estudo de estabilidade (se¢ao 7.2.2).

Também foi verificado que as maiores degradagdes aconteceram quando a solugéao
de FLU foi exposta ao H,O, 3%, pois, como pode ser visto nas Figuras 4.16 a 4.25 nao ha
mancha caracteristica de FLU, semelhante as manchas das solugdes integras, para a
solucao degradada.

Apesar de a literatura apresentar diversas fases moveis para analise de penicilinas e
seus produtos de degradacdo de maneira satisfatéria, este fato ndo ocorreu quando estes
mesmos sistemas solventes foram utilizados neste trabalho para analise de FLU sédica e
seus produtos de degradacado. Acredita-se que isso tenha acontecido devido as diferencas
nas estruturas quimicas dos compostos, aos diferentes tipos de silica gel utilizadas nas placas
cromatograficas e aos diferentes tipos de agentes reveladores utilizados pela literatura
consultada e neste trabalho (VANDAME, VOETS, 1972; MANNI et al., 1973; SAESMA, 1989).

O método por CCD desenvolvido utilizando como sistema de fase mével acetona:
acetato de aménia 154 g/L pH 5,0 (70:30, v/v), demonstrou ser adequado para a
identificacdo do antimicrobiano na forma farmacéutica em estudo, bem como para a
degradacéo utilizando solugéo de perdxido de hidrogénio 3% como agente de estresse. Os
demais sistemas de fases moveis testados foram adequados para identificar a FLU nas
capsulas integras, mas nao foi possivel observar produto(s) de degradacéo.

4.3. Conclusao das analises qualitativas

As técnicas tradicionais de controle de qualidade utilizadas para analises qualitativa
das capsulas contendo FLU so6dica foram bastante Gteis e importantes, uma vez que foi
verificado que as cépsulas ndo possuem adulteracdo. Também foram importantes para
fornecer conhecimentos das caracteristicas da FLU para dar um tratamento adequado para
0 preparo das solugdes utilizadas nas analises quantitativas, estudos de estabilidade e de
dissolugéo.
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5.1. DOSEAMENTO MICROBIOLOGICO — METODO DE DIFUSAO EM AGAR

5.1.1. Introducao

Os ensaios microbiolégicos sdo descritos em compéndios oficiais como a
Farmacopeia Americana (USP, 2008), Farmacopeia Brasileira 52 edicdao (FB 5, 2010),
Farmacopeia Britanica (BP, 2010) e Farmacopeia Europeia (EP, 2011).

O ensaio microbiolégico pelo método de difusdo em agar permite a determinacao da
poténcia do farmaco, por meio da medida do tamanho do halo de inibicao de crescimento do
micro-organismo teste causado pelo antimicrobiano. Emprega-se meio de cultura sélido
inoculado, distribuido em placas, em sistema de bicamada, no qual a substancia teste se
difunde (PINTO et al., 2010). O método de difusdo em agar foi preconizado por Heatley para
calcular a poténcia da penicilina, em 1944 (HEWITT, 2004).

Os métodos microbioldgicos sdao menos exatos, precisos e especificos que o método
de cromatografia liquida de alta eficiéncia, porém, podem revelar mudancas sutis nao
demonstradas pelos métodos quimicos convencionais, como por exemplo, falsificacées com
moléculas estruturalmente similares, ndo utilizam solventes toxicos e podem ser uma
técnica analitica complementar para avaliagdo da poténcia de antimicrobianos (LOPES,
SALGADO, 2010).

Existem trabalhos que descrevem a quantificacdo de FLU sddica utilizando o ensaio
microbiolégico, método de difusdo em agar. Porém, tais trabalhos analisam este farmaco e
seus metabodlitos em amostras de fluidos bioldégicos (BODEY et al., 1972; THIJSSEN,
MATTIE,1976; FRANK et al., 1988; ENTENZA et al., 1997; LEDER et al., 1999), mas nao
realizam a sua quantificacao na forma farmacéutica capsulas.

O objetivo deste estudo foi realizar o desenvolvimento e a validacdo de ensaio de
determinacao da poténcia de FLU sédica em cépsulas, utilizando o ensaio microbioldgico
pelo método de difusdo em &gar, empregando a técnica de templates em placa.

5.1.2. Ensaios preliminares para estabelecimento dos parametros analiticos

Para a quantificagdo de FLU sodica na forma farmacéutica capsulas, foram
realizados testes preliminares para padronizar as condigdes a serem utilizadas verificando-
se 0s parametros como micro-organismo, meio de cultura, solugéo diluente, concentragbes

do inéculo e do farmaco (Tabela 5.1).
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Tabela 5.1. Parametros testados para avaliagdo de poténcia de flucloxacilina sédica em

capsulas pelo método de difusao em agar

Parametros

Descricao

Micro-organismo

Meios de cultura

Solucéo diluente

Concentracao das solucoes

Concentracao do inéculo

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 IAL 2150
Staphylococcus aureus ATCC 25923
Micrococcus luteus ATCC 9341 IAL 636

Meio n® 1 para antibiéticos para camada base e semeada
Meio n® 11 de Grove-Randall para camada base e

semeada

solucao tampao fosfato de potassio pH 6,0
solucao tampao fosfato de potassio pH 8,0
agua

1,0; 4,0; 16 ug/mL; 2,0; 4,0; 8,0 pg/mL;
1,0; 2,0; 4,0 ug/mL; 8,0; 16,0; 32,0 pg/mL;
5,0; 10,0; 20,0 pg/mL; 1,5; 3,0; 6,0 pg/mL;
1,0; 3,0; 9,0 ug/mL

0,5;1,0; 1,5; 2,0%

5.1.3. Execucao do ensaio

De acordo com os resultados obtidos com os diferentes micro-organismos e meios

de cultura, foram estabelecidos os parametros para realizacgdo do doseamento

microbiologico (Tabela 5.2). A validagdo do ensaio foi realizada de acordo com a

metodologia descrita para outras penicilinas, em que se emprega a técnica 3 x 3, ou seja,

trés concentracoes de solucdo padrdo e trés concentracbes de solugcdo amostra (FB 5,
2010) e com a literatura (AOAC, 2002; ICH, 2005, SALGADO et al., 2006; TOZO,
SALGADO, 2007; LOPES, SALGADO, 2010; FB 5, 2010; CAZEDEY, SALGADO, 2011).
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Tabela 5.2. Parametros estabelecidos para determinacdo de flucloxacilina sédica em

capsulas pelo método de difusao em agar

Parametros Descricao
Micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923
Meio de cultura Meio n® 1 para antibiéticos para camada base (5 mL) e

semeada (20 mL)
Solucao diluente solucao tampao fosfato de potassio pH 6,0
Concentracao das 1,5; 3,0; 6,0 ug/mL
solucoes
Concentracao do inéculo  1,0%
Temperatura de 35+1<C
incubacao
Tempo de incubacao 18 horas

5.1.4. Material

Além dos materiais estabelecidos, descritos na Tabela 5.2, foram utilizados FLU-
SQR e FLU-céapsula, descritos nas secoes 4.1.2 e 4.1.3, respectivamente.

Para a incubacdo dos micro-organismos foi utilizada estufa para cultura
bacteriolégica ECB 1.2 digital, Odontobras® (Ribeirdo Preto, Brasil). Para padronizagdo dos
micro-organismos foi utilizado espectrofotdmetro Beckman® modelo DU 530. Para as leituras
dos halos de inibic&o, utilizou-se paquimetro digital Mitutoyo® (Jap&o).

Foi utilizado o meio de cultura 4gar caseina-soja (Casoy) (Acumedia®, Lansing, EUA)
para manutencdo da cepa do micro-organismo, caldo Brain Hearth Infusion (BHI)
(Acumedia®, Lansing, EUA) para preparo e padronizacdo do indculo, meio n® 1 para
antibiéticos (Difco®, Sparks, EUA) como camada base e semeada.

Para preparo das solu¢des tampao fosfato de potassio pH 6,0 e 8,0 foram utilizados
fosfato de potassio dibasico (Vetec®, Rocha, Brasil) e monobasico (Vetec®, Rocha, Brasil).

Foram empregadas placas de Petri com 20 mm de altura x 100 mm de didmetro, e
nas tampas foi colocado papel de filtro para impedir que goticulas de condensagao
invalidassem ou dificultassem a leitura dos halos de inibicao e templates de aco inoxidavel.
Estes materiais e vidraria ndo volumétrica foram esterilizados em estufa Nova Etica®
400/5ND Séao Paulo, Brasil) a 180 °C por 1 hora. A agua, obtida por sistema de purificacao
de agua Milli-Q® (Malsheim, Franca), solucdo tampao fosfato e ponteiras foram esterilizadas
em autoclave Phoenix® AV 60 (Araraquara, Brasil) por 15 minutos a 121 °C.
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5.1.4.1. Preparo da solucao de flucloxacilina sodica SQR

Foram pesados analiticamente 10 mg de FLU-SQR e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua estéril, obtendo solugdo com
concentracao de 100,0 ug/mL. Em seguida foram transferidas aliquotas de 150, 300 e 600
UL para baldes voluméticos de 10 mL e o volume foi completado com solugédo tampéao
fosfato de potéassio pH 6,0, obtendo-se solugbes com concentrages finais de 1,5; 3,0 € 6,0
ug/mL, codificadas como P4, P, e P3, respectivamente.

5.1.4.2. Preparo da solucao de flucloxacilina sédica em capsulas

A partir do pool obtido das capsulas de FLU sodica, foram pesados o equivalente a
10,0 mg de FLU sbédica e seguiu-se o0 mesmo procedimento descrito na secédo 5.1.4.1,
obtendo-se solugdes com concentracdes finais de 1,5; 3,0 e 6,0 ug/mL, codificadas como A;,
A, e A3, respectivamente.

5.1.4.3. Preparo da solucao placebo

A solucao placebo foi preparada a partir do Unico excipiente presente nas amostras
de capsulas, estearato de magnésio. Foram transferidos 10 mg de estearato de magnésio
para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua, obtendo uma
solugdo com concentragdo de 100 pg/mL. Em seguida foram transferidas aliquotas de 150,
300 e 600 pL para baldes voluméticos de 10 mL e o volume foi completado com solu¢éo
tampéo fosfato pH 6,0, obtendo solu¢ées com concentragdes finais de 1,5; 3,0 e 6,0 pg/mL,

respectivamente.

5.1.4.4. Preparo do meio de cultura
Os meios de cultura foram preparados conforme indicado pelos fabricantes em seus
respectivos rotulos, sendo dissolvidos em agua sob aquecimento e esterilizados em

autoclave (121 °C, 1 atm) por 15 minutos.

5.1.4.5. Preparo do indculo

O micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923, mantido em agar caseina-
soja inclinado em tubo de ensaio, foi repicado para caldo BHI e incubado por 24 horas a 35
+ 1 °C. A padronizagdo do in6culo foi realizada em espectrofotdmetro a 580 nm com
transmitancia de 25 + 2%, diluido com o mesmo caldo. Ap6s a padronizagéo, o indculo foi
utilizado a 1% (v/v) em meio agar n® 1 para antibiéticos, mantido em banho aquecido a 46 +
1 °C (FB 5, 2010).
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5.1.5. Ensaio

A camada base de 20,0 mL de meio agar n® 1 para antibiéticos foi adicionada as
placas de Petri. Apés sua solidificagdo, foram adicionados 5,0 mL de meio &gar n® 1 para
antibiéticos com inéculo a 1% (v/v), com auxilio de pipetador automatico. Apds a
solidificacdo desta camada, foi colocado o template em cada placa, cujos orificios foram
preenchidos com 200,0 puL das solugbes descritas nas seg¢des 5.1.4.1 e 5.1.4.2,
respectivamente e como apresentado na Figura 5.1. As placas foram incubadas em estufa a
35+ 1 °C e ap6s 18 horas foram realizadas as medidas dos didmetros dos halos de inibicao
do crescimento bacteriano, com auxilio de paquimetro digital. Todo o procedimento foi
realizado em capela de fluxo laminar. Foram preparadas 24 placas para o doseamento de
FLU em capsulas sendo que, em cada ensaio foram utilizadas 6 placas e os resultados

foram analisados estatisticamente.

Figura 5.1. Esquema do delineamento 3 x 3 demonstrando a disposi¢ao das solu¢des padrao (P) e

amostra (A) na placa de Petri, em que P; (1,5 pg/mL), P, (3,0 pug/mL), P; (6,0 pg/mL) e A; (1,5

5.1.5.1. Obtencao da curva analitica

Para a construgdo da curva analitica foram utilizados trés pontos como preconizado
pela Farmacopeia Brasileira (FB 5, 2010) para delineamento 3 x 3 e a disposi¢cdo das
solucdes padrao (P) e amostra (A) é apresentado na Figura 5.1. Foram feitas quatro curvas
analiticas em quatro dias consecutivos e, cada curva continha seis réplicas de cada

concentragao.
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5.1.5.2. Calculo da poténcia de flucloxacilina sédica em capsulas

A poténcia de FLU sédica em capsulas foi determinada conforme equacgéao de Hewitt
(2004), (Equagéo 1). A Equacao 1 utiliza as médias dos halos de inibigdo obtidos com as
trés doses de FLU-SQR e FLU-amostra, nas seis placas analisadas em cada ensaio.

Poténcia (% )= Anti log M x 100 Equacao 1

Em que: M =F/b; b=E/I; I=logR

F =%[(21+Z2+Z3)—(F1+F2+IS3)]

E =i[(713+}_>3)—(711+ﬁ1)]

5.1.6. Validacao do método microbiolégico

5.1.6.1. Linearidade

A curva analitica final foi construida a partir da média de quatro curvas analisadas
em quatro dias diferentes, cada uma composta pela média dos halos de seis placas,
conforme descrito na sec¢do 5.1.5.1. Os dados obtidos na construgdo da curva analitica
foram analisados para obtengdo da equacdo da reta através da regressao linear, pelo
meétodo dos minimos quadrados e a verificagdo da linearidade e do paralelismo foi
constatada pela andlise de variancia (ANOVA). Também foram avaliados os coeficientes de
correlacao.

5.1.6.2. Precisao

Foi avaliada por meio da repetibilidade e precisao intermediaria.

Para o ensaio de repetibilidade (intradia), seis placas com trés doses de solucao
padrdo (P) e amostra (A) foram preparadas e os dados obtidos ho mesmo dia, sob as
mesmas condi¢gdes experimentais, laboratério e analista, foram analisados quanto ao
coeficiente de variagéo (CV%) para cada dose utilizada.

A precisao intermedidria foi avaliada por meio do célculo do coeficiente de variagéo
percentual (CV%) obtido na analise de seis réplicas da solugdo padrao (P,) obtidos em trés

dias consecutivos.
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5.1.6.3. Exatidao

Foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, utilizando o método de adicao de
padrao. O teste de recuperacao foi realizado adicionando trés niveis de concentracao, 80
(R1), 100 (R2) e 120% (Rs3) de solucdo padrédo as amostras. O ensaio foi realizado em
triplicata nas concentragées de 2,4; 3,0 e 3,6 pug/mL, sendo que, estas solugdes foram
adicionadas no lugar de A;, A, e As, respectivamente. A porcentagem de recuperacao foi
calculada para cada nivel de concentracdo. Desta maneira, é possivel avaliar a exatidao do
método em determinar a poténcia de amostras com concentracdes pré-determinadas. As

amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Preparo das solu¢des para o teste de recuperagdo no ensaio microbioldgico de
flucloxacilina sédica pelo método de difusdo em agar

volume de solucao volume de solucao concentracao
amostra (100 pg/mL) FLU-SQR adicionada teodrica final
(pL) (100 pg/mL) (uL) (ng/mL)*

Amostra 200 - 2,0
R, 200 40 2,4

R 200 100 3,0

R; 200 160 3,6
SQR - 200 2,0

*cada nivel de concentracao foi preparado em triplicata em baldo volumétrico de 10 mL.

5.1.6.3.1. Calculo do teste de recuperacao

A porcentagem de FLU sédica recuperada foi calculada pela equacao da reta para
encontrar a concentragdo de cada nivel (Ry, R, e R3), seguido pela Equacdo 2 (AOAC,
2002) para calcular a porcentagem de recuperacgao.

R(% )=1[(Cr-Ca)/Cp]x100 Equacéo 2

Em que: C,.concentracdo da solugcado amostra adicionada de SQR (ug/mL)
C, - concentracao da solucao amostra
Cy, - concentragéo tedrica da solugdo SQR adicionada (pg/mL)

5.1.6.4. Robustez
Foi avaliada por meio de modificagdes nas condigdes experimentais estabelecidas,

tais como: tempo de incubagado (17 e 19 horas) e volume da camada semeada (4,5 e 5,5
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mL). As respostas obtidas com a solugdo padréo (P,) nas diferentes condigdes foram
analisadas estatisticamente utilizando o teste t de Student para avaliar a interferéncia das
modificagdes.

5.1.6.5. Especificidade/ Seletividade

A especificidade foi avaliada por meio das solugdes placebo. As amostras foram
preparadas com o excipiente presente nas cpsulas de acordo com a secao 5.1.4.3. Foi
verificado se houve formacdo de halo de inibicdo de crescimento do micro-organismo
quando estas solucdes foram utilizadas para o preenchimento dos orificios dos templates.

A seletividade foi comprovada pelo teste de andlise de variancia realizada para os
valores da inclinacao da reta das curvas analiticas obtidas com a solucdo de FLU-SQR e
FLU-capsula, durante trés dias consecutivos (BRUCE et al., 1998).

5.1.7. Resultados

Os halos de inibicdo obtidos estdo apresentados na Figura 5.2. Os valores dos
didmetros dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano, obtidos para as solugdes de
diferentes concentragbes de FLU-SQR e amostras estdo apresentados na Tabela 5.4.

Figura 5.2. Halos de inibicao obtidos no doseamento microbiolégico da flucloxacilina sédica utilizando
o delineamento 3 x 3, em que P¢ (1,5 pg/mL), P, (3,0 pug/mL), P5 (6,0 ug/mL) e A; (1,5 pg/mL), A, (3,0
ng/mL), Az (6,0 ug/mL).
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Tabela 5.4. Valores dos diametros dos halos de inibicao de crescimento obtidos no ensaio

microbiologico de flucloxacilina sodica pelo método de difusdo em agar

Concentracao Diametro dos halos de Diametro médio cv

(ng/mL) inibicao (mm)* (mm) (%)**
21,72 -21,83

P4 1,5 21,74 0,59
21,83 — 21,56
25,92 — 25,84

P, 3,0 25,81 0,99
26,04 — 25,45
29,79 — 29,60

P 6,0 29,59 0,93
29,78 — 29,20
21,57 -21,32

A, 1,5 21,42 1,12
21,66 — 21,13
25,50 — 25,66

A, 3,0 25,50 1,21
25,77 — 25,07
29,24 — 29,41

A; 6,0 29,55 1,04
29,58 — 29,96

*cada valor € a média de seis determinagdes realizadas em um mesmo dia, durante quatro dias; **CV

(%) = coeficiente de variagdo percentual.

As curvas analiticas de FLU-SQR e amostra (Figura 5.3) foram construidas com as
médias dos valores dos didmetros dos halos de inibigdo de crescimento bacteriano de
quatro curvas analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade e paralelismo. As
equagOes da reta, determinadas através da regressao linear, pelo método dos minimos
quadrados sdo: y = 5,668Ln(x) + 19,486, com coeficiente de correlagéo (r) igual a 0,9997,
para FLU-SQR e y = 5,8628Ln(x) + 19,048, com coeficiente de correlacao (r) igual a 0,9999,
para FLU-capsulas.
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Figura 5.3. Representagéo grafica das curvas analiticas de solugbes de FLU-SQR e FLU-capsula, em

concentracdes de 1,5; 3,0; 6,0 ug/mL, no ensaio microbiolégico pelo método de difusdo em agar.
5.1.7.1. Validacao

5.1.7.1.1. Linearidade

A validagdo da metodologia foi realizada pela ANOVA, segundo tratamento
estatistico preconizado pela Farmacopeia Brasileira 52 edi¢cao (FB 5, 2010) para ensaio 3 x 3
(Tabela 5.5). Também foi avaliada por meio dos coeficientes de correlagao obtidos.

Tabela 5.5. Andlise de variancia dos valores dos halos de inibicdo obtidos no ensaio
microbiol6gico com a solugao de flucloxacilina sddica, método de difusdo em agar
Fontes de variacao GL SG QM F caic F tab
1 0,302 0,302 5,861* 4,54
1 255,520 255,520 4966,835* 4,54
1 0,07290 0,07290 1,4170 4,54
1 0,03630 0,03630 0,706 4,54
Diferenca de quadratico 1 0,02341 0,02341 0,455 4,54
Desvio de linearidade 2 0,060 0,030 0,580 3,68
5
5

Preparacao
Regressao
Desvio de paralelismo
Quadratico

255,954 51,191 995,055 2,9
0,44325 0,14775 2,872 2,9
Dentro (erro) 15 0,77168 0,05145  ........ ...

Total 283 25717 ... .

Entre doses
Entre placas

*significativo para p<0,05; GL = graus de liberdade.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira 52 edigdo (FB 5, 2010) para validade
delineamento de retas paralelas devem ser cumpridos os parametros de:
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v Regressao linear: deve ser significativa, pois indica que a inclinacdo da reta dose-
resposta € satisfatéria.

v Termos quadraticos (quadratico e diferenca de quadratico): deve ser nao
siginificativo, pois satisfaz a linearidade.

v Paralelismo: deve ser nao significativo, pois indicam que as retas da SQR e amostra
séo paralelas.

v Preparagédo: quando significativa, ndo invalida o ensaio, mas a poténcia estimada

pode ser utilizada como poténcia suposta em ensaios futuros.

5.1.7.1.2. Precisao
A repetibilidade forneceu CV% inferior a 1,63%.
A precisao interdias forneceu CV% de 1,30%.

5.1.7.1.3. Exatidao
A Tabela 5.6 apresenta os valores experimentais obtidos no teste de recuperacéo do
ensaio microbiolégico de FLU sédica.

Tabela 5.6. Teste de recuperacdo do ensaio microbiologico, pelo método de difusdo em
agar, para andlise de flucloxacilina sédica

FLU-SQR FLU-SQR Recuperacao  Recuperacao Ccv
adicionada encontrada (%) média (%) (%)**
(ng/mL) (ng/mL)*
R, 0,4 0,39 99,75
R, 1,0 0,98 98,12 98,96 0,82
R; 1,6 1,58 99,00

*média de seis determinagoes; **CV (%) = coeficiente de variagdo percentual.

5.1.7.1.4. Robustez

Durante as andlises da capsula sob os parametros alterados e estabelecidos, o teste
t de Student comprovou a robustez do método proposto, diante dos parametros avaliados,
exceto quando o volume da camada semeada foi maior que o estabelecido, conforme
apresentado na Tabela 5.7.
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Tabela 5.7. Avaliacdo da robustez do ensaio microbiolégico, pelo método de difusdo em

agar para analise de flucloxacilina sédica

Variavel Parametros investigados ttab tcalc
Tempo de incubacao (horas) 17 horas 223 2,13
19 horas 2,23 2,00
Volume da camada semeada (mL) 4,5mL 223 0,82
55mL 2,23 14,50*

ttab = t tabelado; f calc = t calculado; **significativo para p < 0,05.

5.1.7.1.5. Especificidade/Seletividade

A especificidade foi demonstrada por meio das solugbes placebo. Ndo houve
formacao de halo de inibicdo do crescimento bacteriano quando os orificios dos templates
foram preenchidos com solugdes placebo. Portanto, o teste ndo sofre interferéncia do
excipiente e os resultados s&o decorrentes apenas do antimicrobiano em estudo.

A seletividade, comprovada pelo teste de ANOVA, comparando as inclinacdes das
curvas analiticas obtidas com FLU-SQR e amostra, demonstrou valor de F, € Fiap de 0,051

e 7,71, respectivamente, comprovando que nao ha interferéncia do excipiente nas analises.
5.1.8. Calculo da poténcia de flucloxacilina sédica em capsulas
A poténcia foi calculada em quatro dias consecutivos utilizando a equagao de Hewitt,

conforme apresentado na sec¢do 5.1.5.2 e esta apresentada na Tabela 5.8.

Tabela 5.8. Poténcia de flucloxacilina sédica em cépsula, pelo método de difusdo em agar

Dia Valor encontrado (mg/capsula)* Poténcia* (%) Poténcia média (%) CV (%)**

1 464,55 92,91
2 474,95 94,99 94,48 1,64
3 482,10 96,42
4 468,10 93,62

* média de seis determinacgdes; **CV (%) = coeficiente de variagdo percentual.

5.1.9. Discussao

No desenvolvimento do método por difusdo em agar para FLU sddica foram realizados
testes preliminares, e os resultados encontrados nestes ensaios demonstraram que:
v M. luteus com as concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0% e 0os meios de cultura agar n®
1 para antibiéticos e meio n® 11 de Grove-Randall apresentou crescimento bacteriano

uniforme na placa, porém, os halos de inibicao de crescimento foram pequenos sem
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diferenca de tamanho entre eles, mesmo quando houve aumento da concentracao do
farmaco em solugao, utilizando solugéo tampao fosfato pH 6,0 e pH 8,0.

v S. epidermidis com as concentragdes de 0,5; 1,0; 1,5 e 2,0% os meios de cultura
agar n® 1 para antibidticos e n® 11 de Grove-Randall apresentou crescimento bacteriano
homogéneo na placa, mas os halos foram pequenos, quando utilizada solugdo tampéao
fosfato pH 6,0 e 8,0.

v S. aureus com a concentragdo de 0,5% utilizando o meio de cultura 4gar n® 1 para
antibiéticos apresentou crescimento bacteriano ndo homogéneo na placa, € ndao houve
formacdo de halos de inibigdo de crescimento. Com in6culo a 1,0%, o crescimento
bacteriano na placa foi homogéneo e, houve diferenca de tamanho entre os halos de
inibicdo de crescimento quando utilizado solugcdo tampéao fosfato pH 6,0, entretanto, nao
houve diferenca no tamanho dos halos quando utilizada solugdo tampao fosfato pH 8,0.
Quando o inéculo foi utilizado a 1,5 e 2,0%, houve crescimento bacteriano muito denso na
placa e os halos de inibicdo de crescimento ndo foram bem definidos, pois havia colénias
nos halos. Ao empregar o meio n® 11 de Grove-Randall, houve crescimento bacteriano
uniforme na placa, e, os halos de inibicdo de crescimento foram pequenos quando
empregado solugdo tampao fosfato pH 6,0 e pH 8,0.

Diante dos resultados, foi padronizado S. aureus em concentracao de 1,0% para o
inéculo, meio de cultura agar n® 1 para antibiotico, solucao tampao fosfato pH 6,0 para
diluicdo das solucdes SQR e amostras. Estes resultados concordam com a Farmacopeia
Brasileira 52 edicao (FB 5, 2010) que preconiza S. aureus, meio n® 1 de Grove-Randall como
camada de superficie para doseamento microbiolégico de outras isoxazolilpenicilinas. A
Farmacopeia Brasileira 52 edicdo (FB 5, 2010) preconiza meio n® 2 de Grove-Randall para
camada base, mas foi utilizado o meio n® 1, pois, os testes preliminares mostraram bons
resultados com uso deste meio para ambas as camadas.

Foram determinadas as concentragdées 1,5; 3,0 e 6,0 pug/mL, uma vez que
demonstraram a melhor resposta frente ao micro-organismo e mantiveram correlagdo entre
a dose e a resposta da substancia em analise, como preconizado no ensaio geral para
antibioticos pela Farmacopeia Brasileira 52 edi¢ao (FB 5, 2010).

A fim de assegurar a validade do ensaio microbiol6gico pelo método de difusdo em
agar na determinagdo da poténcia de FLU sédica, foram utilizadas trés concentragoes
diferentes para a amostra, idénticas as da solugdo FLU-SQR, em delineamento 3 x 3. Estas
doses estdo em progressao geométrica (razao 2).

A linearidade do método foi comprovada pelos componentes de paralelismo,
coeficiente de correlacdo e analise de variancia dos dados da curva analitica. A analise
estatistica demonstrou que ndo ha desvio da linearidade e de paralelismo nas curvas
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analiticas originadas da FLU-SQR e amostra. Os coeficientes de correlagdo sédo 0,9997 e
0,9999 respectivamente, para a SQR e cépsula, e foram satisfatorios.

A seletividade foi comprovada pela ANOVA para comparar as inclinagdes das curvas
analiticas obtidas com a FLU-SQR e cépsulas. Os valores de Fiy, € Fcqc foram 7,71 e 0,051,
respectivamente, demonstrando que o excipiente presente na capsula nao interfere nas
analises, corroborando com os resultados dos ensaios de especificidade no qual ndo houve
halo de inibicdo de crescimento bacteriano quando utilizada a solugéo de placebo.

O coeficiente de variacao percentual dos halos de inibicao de crescimento obtidos no
doseamento da amostra foi, em média, de 1,63% para repetibilidade e 1,30% para precisao
intermediaria, menor que o recomendado de 5% (BRASIL, 2003a).

A quantidade de FLU sd6dica presente nas amostras analisadas, 94,48%, esta de
acordo com o compéndio oficial que é de 92,5 a 110,0% (BP, 2010c).

A exatiddo do método foi comprovada pelo ensaio de recuperacdo, sendo a
recuperacao média de 98,96%.

O método mostrou-se robusto quando alteradas as condicbes de tempo de
incubagéo. Entretanto, ao variar o volume da camada semeada, o método foi robusto
quando alterado para menor volume, demonstrando que deve haver muito cuidado ao
colocar a camada semeada na placa, pois maior volume do que o estabelecido pode
acarretar alteragbes nos resultados, por haver maior espessura da camada semeada,
dificultando a difusédo da substancia e acarretando em halos menores e, também por haver
maior quantidade de micro-organismo inoculado.

Os parametros estudados para a validacao do método microbioldgico por difusdao em
agar atenderam as especificacdes para validacao, descritas na Farmacopeia Brasileira 52
edicao (FB 5, 2010), comprovando o uso do método para a adequada quantificacao de FLU

sodica na forma farmacéutica capsula.

Publicacao obtida com os resultados deste estudo:

FIORENTINO, F.A.M.; SALGADO, H.R.N. Development and validation of a stability-
indicative agar diffusion assay to determine the potency of flucloxacillin sodium in capsules.
Int. J. Microbiol. Res., v. 4, n. 4, p. 213-218, 2012.
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5.2. DOSEAMENTO MICROBIOLOGICO — METODO TURBIDIMETRICO

5.2.1. Introducao

Hewitt (2004) descreve que o primeiro trabalho utilizando o ensaio turbidimétrico é de
Foster (1942) para analise de penicilina.

Nao foi encontrado na literatura trabalhos que descrevam o método turbidimétrico
para analise de FLU sédica em cépsulas.

O método turbidimétrico esta descrito na Farmacopeia Brasileira 52 edicao (FB 5,
2010) para outros farmacos e uma de suas principais vantagens em relacdo ao método por
difusédo é o menor tempo de andlise e auséncia dos efeitos da difusdo. Este método baseia-
se na inibicdo do crescimento microbiano medido por meio da turbidez (absorvancia) da
suspensao de micro-organismos sensiveis ao agente antimicrobiano contido em um meio de
cultura. A resposta do micro-organismo é fungao direta da concentragcao da substancia ativa.

O objetivo deste estudo foi realizar o desenvolvimento e a validagdo de ensaio de
determinagédo da poténcia de FLU sodica em capsulas, utilizando o ensaio microbiol6gico
pelo método turbidimétrico.

5.2.2. Ensaios preliminares para estabelecimento dos parametros analiticos
Para a padronizacdo das condicoes a serem utilizadas neste método foram
realizados diversos ensaios preliminares verificando parametros como micro-organismo,

meio de cultura, solugéo diluente, concentragdes do indculo e do farmaco (Tabela 5.9).
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Tabela 5.9. Parametros testados para avaliagdo de poténcia de flucloxacilina sédica em

capsulas pelo ensaio microbiol6gico, método turbidimétrico

Parametros Descricao

Micro-organismo Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 IAL 2150
Staphylococcus aureus ATCC 25923 IAL 1606

Meios de cultura caldo Heart Infusion Broth (BHI)

caldo caseina soja

solucao tampao fosfato de potassio pH 6,0
Diluente solucao tampao fosfato de potassio pH 8,0

agua

1,5; 3,0; 6,0 ug/mL;
Concentracao da solucao 3,0; 9,0; 27,0 ug/mL;

5,0; 10,0; 20,0 pg/mL;

4.,0; 8,0; 16,0 pg/mL

Concentracao do inéculo 2,0; 5,0; 10,0%

5.2.3. Execucao do ensaio

De acordo com os resultados obtidos nos testes preliminares, foram estabelecidos os
parametros para desenvolvimento e validacdo do ensaio microbiolégico — método
turbidimétrico (Tabela 5.10).

Tabela 5.10. Parametros estabelecidos para determinacdo de flucloxacilina sédica em

capsulas pelo ensaio microbiol6gico, método turbidimétrico

Parametros Descricao
Micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923 IAL 1606
Meio de cultura caldo BHI
Diluente solugao tampao fosfato de potassio pH 6,0

Concentracao da solucao 4,0; 8,0; 16,0 ug/mL
Concentracao do inéculo  10,0%
Temperatura de incubacao 35+ 1°C

Tempo de incubagao 4 horas
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5.2.4. Material

Foram utilizados FLU sédica SQR e capsulas, descritos nas secdes 4.1.2 e 4.1.3,
respectivamente.

Foi utilizado o meio de cultura 4gar caseina-soja (Casoy) (Acumedia®, Lansing, EUA)
para manutencdo da cepa do micro-organismo, caldo BHI (Acumedia®, Lansing, EUA) para
preparo e padronizagdo do inoculo e realizacdo do ensaio. Os meios de cultura, agua e
ponteiras foram esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121 °C. A agua utilizada foi
ultrapura, obtido por sistema de purificacdo de agua Milli-Q® (Malsheim, Franca).

Para preparo das solucdes tampao fosfato de potassio pH 6,0 e 8,0 foram utilizados
fosfato de potassio dibasico (Vetec®, Rocha, Brasil) e monobasico (Vetec®, Rocha, Brasil).

Foram empregados tubos de ensaio com 25 mm de diametro x 150 mm de altura
devidamente tampados com algodao. Para a incubagédo foi utilizado incubador Shaker
Marconi® modelo MA420 (Piracicaba, Brasil) e estufa para cultura bacteriolégica ECB 1.2
digital (Odontobras®, Ribeirdao Preto, Brasil) e, para as leituras, foi utilizado
espectrofotémetro Beckman modelo DU® 530.

5.2.4.1. Preparo da solucao de flucloxacilina sédica SQR

Foram pesados 11,22 mg de FLU-SQR e transferidos para baldo volumétrico de 100
mL e o volume foi completado com &agua e esterilizada, obtendo uma solugdo com
concentracdo de 100 pug/mL. Esta correcao foi realizada porque a SQR estava com 90% de
pureza. Em seguida, foram transferidas aliquotas de 400; 800 e 1600 uL para baldes
volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com solugdo tampao fosfato de potassio
pH 6,0, obtendo solugdes com concentragdes finais de 4,0; 8,0 e 16,0 ug/mL, codificadas de
P4, P2 e P, respectivamente.

5.2.4.2. Preparo das amostras de flucloxacilina sédica em capsulas

A partir do pool obtidos das capsulas, foram pesados o equivalente a 10 mg de FLU
sédica e seguiu-se o0 mesmo procedimento descrito na secédo 5.2.4.1 obtendo-se solucdes
com concentragdes finais de 4,0; 8,0, e 16,0 ug/mL, codificadas de A;, A, e As,

respectivamente.

5.2.4.3. Preparo do meio de cultura

Foi utilizado o meio de cultura agar caseina soja para manuteng¢ao da cepa do micro-
organismo em tubos de ensaio com meio inclinado, meio de cultura caldo BHI para preparo,
padronizacdao do inéculo e realizacdo do ensaio. Os meios de cultura foram preparados

conforme indicado pelos fabricantes em seus respectivos rétulos, sendo dissolvidos em
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agua deionizada, sob aquecimento, distribuidos nos tubos de ensaio (10 mL/tubo) e
esterilizados em autoclave por 15 minutos a 121 °C e 1 atm.

5.2.4.4. Preparo do indculo

O micro-organismo teste Staphylococcus aureus, mantido em agar caseina soja
inclinado em tubo de ensaio, foi repicado para caldo BHI e incubado por 24 horas a 35 + 1
°C. A padronizacdo do indculo foi realizada em espectrofotdmetro a 530 nm com
transmitancia de 25 * 2% (FB 5, 2010). Apds a padronizagao, o inoculo foi utilizado a 10%
em caldo BHI.

5.2.5. Ensaio

Apbs o preparo do inéculo, descrito na secéo 5.2.4.4, 10,0 mL de caldo BHI foram
transferidos para tubos de ensaio e adicionados 200 pL das solugcées de SQR e amostra (P4,
P,, P3 e Ay, Az, A3). Em seguida, em cada tubo foi adicionado 1,0 mL de caldo BHI inoculado
e previamente padronizado. Foram utilizados 20 tubos para o ensaio por retas paralelas 3 x
3, sendo trés tubos para cada concentracao de padrao e da amostra, um tubo para controle
negativo (contendo apenas caldo BHI) e um tubo para controle positivo (presenca de micro-
organismo e caldo). Todas as concentragdes de SQR e amostras foram testadas em ftriplicata.

Todos os tubos foram incubados em banho aquecido a 35 £ 1 °C com agitador
orbital, por 4 horas. Terminado o periodo de incubagdo, em todos os tubos foram
adicionados 500 pL de solugcao de formaldeido 12%, a fim de interromper o crescimento
bacteriano. A absorvancia da suspensdo de cada tubo foi determinada em
espectrofotdbmetro a 530 nm, sendo que o equipamento foi zerado com o tubo contendo o
controle negativo (10 mL de caldo e 500 uL de formaldeido 12%).

5.2.5.1. Obtencao da curva analitica

A curva analitica foi obtida como descrito na secao 5.2.5. Foram construidas curvas
analiticas diariamente, durante trés dias consecutivos. A reta foi construida em grafico
logaritmo da concentracdo em fungao da absorvancia das suspensoées, com as médias das

absorvancias de cada uma das concentragdes da curva analitica.

5.2.5.2. Calculo da poténcia de flucloxacilina sédica em capsulas

A poténcia do medicamento foi calculada pela equacéo de Hewitt (2004). A equagéao
utiliza as meédias das leituras de absorvancia dos tubos obtidas com as trés doses de FLU-
SQR e FLU-capsulas, nos 18 tubos analisados em cada ensaio. A equacao foi descrita para
0 doseamento microbiolégico por difusdo em agar, secao 5.1.5.2.
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5.2.6. Validacao do método microbiolégico

5.2.6.1. Linearidade

Os dados obtidos na constru¢do da curva analitica, descrita na se¢do 5.2.5.1, foram
analisados para obtencao da equagéo da reta através da regressao linear, pelo método dos
minimos quadrados e a verificagdo da linearidade e paralelismo foi constatada pela analise
de variancia (ANOVA). Também foram avaliados os coeficientes de correlacao.

5.2.6.2. Precisao

Foi avaliada por meio da repetibilidade e precisao intermediaria.

Para o ensaio de repetibilidade (intradia), trés tubos com cada uma das trés
concentracdes de solugcao de FLU-SQR e FLU-cépsula foram preparados e os resultados
obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condi¢cdes experimentais, laboratério e analista,
foram analisados quanto ao coeficiente de variacdo percentual (CV%) para cada
concentracao utilizada.

A precisao intermediaria foi avaliada por meio do célculo do coeficiente de variagéo
percentual (CV%) obtido na andlise de trés réplicas da solugdo padrao (P,) em trés dias

consecutivos.

5.2.6.3. Exatidao

Foi determinada pelo ensaio de recuperagdo, utilizando o método de adicdo de
padrdo. O teste de recuperagdo foi realizado adicionando trés niveis de concentragao, 80
(R+), 100 (R,) e 120% (R3) de solucao de FLU-SQR as amostras. O ensaio foi realizado em
triplicata nas concentragbes de 6,4; 8,0 e 9,6 yg/mL. A porcentagem de recuperacao foi
calculada para cada nivel de concentracdo. Desta maneira, € possivel avaliar a exatidao do
método em determinar a poténcia de amostras com concentracdes pré-determinadas. As

amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 5.11.
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Tabela 5.11. Preparo das solucdes para o teste de recuperacao do ensaio microbiol6gico,

pelo método turbidimétrico

volume de solucao volume de solucao concentracao
amostra (100 pg/mL) FLU-SQR adicionada tedrica final
(nL) (100 pg/mL) (uL) (ng/mL)*

Amostra 450 - 4,5
R, 450 190 6,4

R 450 350 8,0

R; 450 510 9,6
SQR - 450 4,5

* cada concentracao foi preparada em triplicata em baldo volumétrico de 10 mL.

5.2.6.3.1. Calculo do teste de recuperacao

A porcentagem de FLU sddica recuperada foi calculada pela equacao da reta para
encontrar a concentragcdo de cada nivel (Ry, R, e Rj), seguida pela Equagéo 2, (AOAC,
2002), descrita na se¢éo 5.1.6.3.1.

5.2.6.4. Robustez

Foi avaliada por meio de modificagcdes nas condigcdes experimentais estabelecidas,
tais como: tempo de incubacéo (3h35min e 4h25min). As respostas obtidas com a solucéo
padrdo (P,) nas diferentes condigdes foram analisadas estatisticamente utilizando o teste t
de Student para avaliar a interferéncia das modificagoes.

5.2.6.5. Especificidade/ Seletividade

A especificidade foi avaliada por meio das solugdes placebo. As amostras foram
preparadas com o excipiente presente nas capsulas de acordo com a secao 5.2.4.2. Foi
verificado se houve diferenca nos valores de absorvancias em relacdo ao controle positivo,
quando estas solugdes foram utilizadas.

A seletividade foi comprovada pelo teste de andlise de variancia realizada para os
valores da inclinacao da reta das curvas analiticas obtidas com a solucdo de FLU-SQR e

FLU-capsula, durante trés dias consecutivos (BRUCE et al., 1998).

5.2.7. Resultados
Os resultados dos valores de absorvancia obtidos para as solugdes de diferentes
concentracdes de FLU-SQR e FLU-capsulas estao apresentados na Tabela 5.12.
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Tabela 5.12. Valores das absorvancias determinadas para obtencéo da curva analitica de

flucloxacilina sédica, pelo método turbidimétrico

Concentracao (ug/mL) Absorvancias® Absorvancia média CV (%)**

P, 4,0 0,640 0,654 3,23
0,678
0,643

P. 8,0 0,514 0,513 1,76
0,504
0,522

Ps 16,0 0,365 0,370 1,08
0,369
0,373

A, 4,0 0,656 0,663 3,51
0,689
0,644

A 8,0 0,527 0,536 3,47
0,557
0,523

A; 16,0 0,356 0,357 2,53
0,366
0,348

*cada valor & a média de trés determinacdes realizadas em um dia, durante trés dias; ** CV (%) =

coeficiente de variacao percentual.

As curvas analiticas de FLU-SQR e FLU-capsula (Figura 5.4) foram construidas com
as médias dos valores das absorvancia de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios
de linearidade e paralelismo.

As equaglbes da reta, determinadas através da regressao linear, pelo método dos
minimos quadrados sao: y = -0,20823Ln(x) + 0,94367, com coeficiente de correlagao (r)
igual a 0,9999, para FLU-SQR e y = -0,22097Ln(x) + 0,97794, com coeficiente de correlacao
(n) igual a 0,9953, para FLU-capsulas.
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0.200 P: y = -0,20823Ln(x) + 0,94367

0.700 r=10,9999
" 0,600 o
-5 0,500 -
=
E 0,400 Logaritmo (p)
E 0300 Logaritmo (a)
=X

0.200 Ay =-0,22097Ln(x) + 0,97794

0,100 r= 0,9953

0,000

1 10 100

Log da concentragio (Hg/mL)

Figura 5.4. Representagao grafica da curva analitica de solugbées de FLU-SQR e FLU-capsulas, em

concentracgdes de 4,0; 8,0; 16,0 ug/mL, no ensaio microbiolégico pelo método turbidimétrico.
5.2.7.1. Validacao

5.2.7.1.1. Linearidade

A validacdo da metodologia foi realizada pela analise da variancia (ANOVA), segundo
tratamento estatistico preconizado pela Farmacopeia Brasileira 52 edicao (FB 5, 2010) para
ensaio 3 x 3 (Tabela 5.13). Também foram avaliados os coeficientes de correlacéo.

Tabela 5.13. Analise da variancia dos valores das absorvancias obtidas no ensaio
microbiolégico com a solucao de flucloxacilina sédica pelo método turbidimétrico
Fontes de variacao GL SG Qm F carc F a0
1 0,00027 0,00027 1,39 4,96
1 0,26552 0,26552 1354,53* 4,96
1 0,00023 0,00023 1,19 4,96
Quadratico 1 0,00089 0,00089 4,54 4,96
Diferenca de quadratico 1 0,00048 0,00048 2,43 4,96
5
2

Preparacao
Regressao
Desvio de paralelismo

Entre doses 0,2674 0,0535 272,82 3,33
Entre tubos 0,0011  0,0006 2,84 4,10
Dentro (erro) 10 0,0020 0,0002

Total 17 0,2705

*Significativo para p < 0,05; GL = graus de liberdade.

Assim como para o ensaio microbiolégico, método de difusdo em agar, o método
turbidimétrico deve atender aos requisitos de regressado linear significativa, termos
quadraticos nao significativos e paralelismo nao significativo (FB 5, 2010).
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5.2.7.1.2. Precisao
A repetibilidade forneceu CV% inferior a 1,80%.
A precisdo interdias forneceu CV% de 2,84%.

5.2.7.1.3. Exatidao
Foi determinada pelo teste de recuperacao. Utilizando a Equacgéo 2, obteve-se valor
médio de exatidao de 99,73% e os valores estdo apresentados na Tabela 5.14.

Tabela 5.14. Teste de recuperacado do ensaio microbiolégico, método turbidimétrico para

analise de flucloxacilina sédica

FLU-SQR FLU-SQR Recuperacao  Recuperacao Ccv
adicionada encontrada (%) média (%) (%)**
(ng/mL)* (ng/mL)*
R, 2,3 2,28 99,05
R, 3,5 3,49 99,76 99,73 0,67
R; 4,7 4,72 100,39

*cada valor é a média de trés determinacgdes; **CV (%) = coeficiente de variagdo percentual.

5.2.7.1.4. Robustez

Durante as andlises da solucao padrao sob os parametros alterados e estabelecidos,
o teste t de Student comprovou a robustez do método proposto, apenas quando o tempo de
incubacao foi menor que o tempo estabelecido, conforme apresentado na Tabela 5.15.

Tabela 5.15. Avaliacdo da robustez do ensiao microbioldgico, método turbidimétrico para

analise de flucloxacilina sédica

Variavel Tempo investigado ttab tcalc
Tempo de incubagéo 3h35 2,18 1,14
4h25 2,18 7,25*

ttab = ttabelado; t calc = f calculado; *significativo para p < 0,05.

5.2.7.1.5. Especificidade/ Seletividade

A especificidade foi demonstrada por meio das solugbes placebo. Nao houve
diferenca nos valores de absorvancias em relagdo ao controle positivo, quando utilizadas
estas solugdes. Portanto, o teste ndo sofre interferéncia do excipiente e os resultados sao

decorrentes apenas do antimicrobiano em estudo.
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A seletividade, comprovada pelo teste de analise de variancia, para comparar as
inclinagbes das curvas analiticas obtidas com FLU-SQR e FLU cépsula, demonstrou valor
de Fec € Fap de 0,19 e 7,71, respectivamente, indicando que ndo ha interferéncia do
excipiente nas andlises, corroborando com os resultados de especificidade.

5.2.8. Calculo da poténcia de flucloxacilina sédica nas capsulas
A poténcia foi calculada em trés dias consecutivos utilizando a equagao de Hewitt,
conforme apresentado na secao 5.1.5.2 e esta apresentada na Tabela 5.16.

Tabela 5.16. Poténcia de flucloxacilina sddica em capsula pelo ensaio microbioldgico,
método turbidimétrico

Dia Valor encontrado (mg/capsula)* Teor (%)* Teor médio (%) CV (%) interdia**

1 481,65 96,33
2 469,05 93,81 96,25 2,50
3 493,10 98,62

*cada valor é a média de trés determinacgdes; **CV (%) = coeficiente de variagdo percentual.

5.2.9. Discussao

Foram escolhidas as concentracbes 4,0; 8,0 e 16,0 pg/mL, uma vez que
apresentaram a melhor resposta frente ao micro-organismo e mantiveram a correlagéo entre
a dose e a resposta da substancia em analise, como recomendado pela Farmacopeia
Brasileira 52 edicao (FB 5, 2010).

S. aureus foi utilizado como micro-organismo teste diante dos resultados
encontrados nos ensaios preliminares, por ser sensivel a FLU sédica, e, também porque a
FLU é indicada para infeccdes causadas por esta bactéria, além disso, de acordo com
Kavanagh e Ragheb (1979), este micro-organismo é comum para ensaios turbidimétricos
por ser uma cultura estavel e crescer em meio de cultura relativamente simples.

A linearidade do método foi comprovada pelos coeficientes de correlacao de 0,9999
e 0,9953 para FLU-SQR e amostra, respectivamente, os quais foram bastante proximos da
unidade. Além disso, a analise de variancia demonstrou significativa regressao e auséncia
de desvios da linearidade e paralelismo nas curvas analiticas originadas da SQR e amostra.

A seletividade foi comprovada estatisticamente pela andlise de variancia para
comparar as inclinagdes das curvas analiticas obtidas com a FLU-SQR e amostra e os
valores de F, € Feqc foram 7,71 e 0,19, respectivamente, demonstrando que o excipiente

presente na capsula nao interfere nas analises.
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Os testes de repetibilidade e precisédo intermediaria demonstraram CV% de 1,80 e
2,84%, respectivamente, validando assim a precisao do método turbidimétrico para anélise
de FLU sodica.

A quantidade de FLU sdédica presente nas amostras analisadas, 96,25%, esta de
acordo com o compéndio oficial que & de 92,50 a 110,0% (BP, 2010c).

A exatidao do método foi comprovada pelo ensaio de recuperagao, sendo estimada a
média de 99,73%, comprovando a capacidade do método de determinar teores pré-definidos
de maneira exata.

As pequenas alteracbes efetuadas no periodo de incubacdo do método durante a
avaliacao da robustez, demonstraram que ao diminuir o periodo de incubacao, o método
mostrou-se robusto, porém, ao aumentar o periodo de incubacdo houve diferenga nos
resultados, alertando para a necessidade de prestar muita atencdo em relacdo ao tempo de
incubacao.

O ensaio turbidimétrico representa importante alternativa para avaliagcdo de poténcia
de antimicrobianos, pois € um método simples e, principalmente, rapido. O método proposto
neste trabalho necessita de apenas quatro horas de incubacdo. Desta maneira, 0 método
validado pode ser amplamente aplicado em laboratérios, onde a disponibilidade de tempo e
equipamentos é limitada.

Os parametros estudados para a validagao do método turbidimétrico atenderam as
especificacbes dos guias nacionais e internacionais, para a adequada e segura avaliagdo da
poténcia de FLU sédica na forma farmacéutica capsulas. Portanto, este método pode ser
utilizado com seguranca e como alternativa ao método de difusdo em agar, por ser mais

rapido, para as analises de controle de qualidade.
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5.3. ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

5.3.1. Introducao

A espectrofotometria na regido UV-VIS do espectro eletromagnético é uma das
técnicas analiticas mais empregadas, devido ao baixo custo, robustez, exatidao,
simplicidade, facilidade e geragdo de menor quantidade de residuos, para analise de
diversos compostos organicos. Porém, esta técnica apresenta limitada seletividade, mas ha
estratégias que permitem aumentar a sensibilidade de métodos espectrofotométricos, como
formacgao de produtos com maiores absortividades molares, aumento do caminho éptico e
explorar a concentracdo da substancia em andlise (ROCHA, TEIXEIRA, 2004). Por
possuirem baixa seletividade, quando utilizadas as técnicas espectrofotométricas na regiao
do UV-VIS para analisar a presenca de produtos de degradacao ou impurezas relacionadas
ao farmaco, devem ser complementadas com outras técnicas analiticas como a CLAE
(ROCHA, TEIXEIRA, 2004; CARDOSO et al., 2006).

A espectrofotometria tem como fundamento a lei de Lambert-Beer que é a base
matematica para medidas de absorcao de radiacao por amostras no estado soélido, liquido e
gasoso, nas regides do UV, VIS e infravermelho do espectro eletromagnético. A absorgao
de radiacao em determinado comprimento de onda pode ser obtido pela férmula: A = log
(I/1) = ebc, em que A é absorvancia, /, é a intensidade de radiagéo que incide na amostrae | é
a intensidade da radiagdo que emerge da amostra. Absortividade molar (¢) é uma grandeza
caracteristica da espécie absorvente que depende do comprimento de onda da radiagéo
incidente. O termo b, é a distancia percorrida pelo feixe na amostra; ¢, € a concentragdo da
espécie absorvente (VOGEL, 2002; HARRIS, 2001; ROCHA, TEIXEIRA, 2004).

As técnicas espectrofotométricas continuam sendo utilizadas para analise de
diferentes classes de farmacos e medicamentos sejam na forma de matéria-prima,
formulacdes farmacéuticas e em amostras biolégicas uma vez que permitem a determinacéo
de parametros como quantificacdo da substancia em analise, constante de equilibrio e
velocidade de reagbes (ROCHA, TEIXEIRA, 2004; AMIN et al., 2008).

Na literatura foi encontrado trabalho utilizando a técnica espectrofotométrica com
deteccédo na regido do UV para anadlise de penicilina G (LEVY et al., 2003), mas néo foi
encontrado para FLU sédica em cépsulas.

Este estudo teve por objetivo desenvolver e validar metodologia na regido do
espectro do UV para avaliar o teor de FLU sddica presente na forma farmacéutica cdpsulas.
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5.3.2. Material

As andlises foram realizadas em espectrofotdmetro UV-VIS KAYAK® XA modelo HP
8453, utilizando cubeta de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. Foi utilizado como solvente
agua, obtida por sistema de purificacdo Milli-Q® (Malsheim, Franca). A SQR e as amostras
utilizadas foram descritas nas secgdes 4.1.2 e 4.1.3, respectivamente.

5.3.3. Método

5.3.3.1. Preparo da solucao de flucloxacilina sédica SQR

Foram pesados 40 mg de FLU-SQR e transferidos para baldo volumétrico de 200 mL
e o volume foi completado com agua, obtendo-se solugdo com concentragéao de 200 pg/mL.
Aliquotas desta solucao foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e o volume
foi completado com &gua. As leituras de absorvancias foram efetuadas no comprimento de

onda de 274 nm, utilizando o solvente puro como branco para zerar o equipamento.

5.3.3.2. Preparo da solucao de flucloxacilina sédica em capsulas

A partir do pool das cépsulas, foram pesados analiticamente o equivalente a 40 mg
de FLU e transferidos para baldo volumétrico de 200 mL e o volume foi completado com
agua, obtendo solugdo com concentracdo de 200 pg/mL. Aliquota de 3,750 mL desta
solucao foi transferida para balées volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com
agua, obtendo solugdes com concentragao final de 75 pg/mL. As solugdes foram preparadas
em sete réplicas e as leituras foram realizadas em comprimento de onda de 274 nm. O
calculo da concentracéo e do teor de FLU sédica nas amostras foi realizado de acordo com

as Equacbes 4 e 5 (se¢do 5.3.5).

5.3.3.3. Curva para determinacao da faixa linear

A faixa linear foi obtida através de uma curva para estabelecer a faixa de
concentracao na qual o método espectrofotométrico na regido do UV apresenta linearidade.
A partir da solugdo A, descrita na se¢do 5.3.3.1., foram preparadas diluicbes em baldes
volumétricos de 10 mL, obtendo-se uma curva com 16 pontos, com concentragdes variando
de 50,0 a 200 pg/mL de FLU-SQR. As leituras foram realizadas em comprimento de onda de
274 nm.

5.3.3.4. Preparo da curva analitica
Para obtencdo da curva analitica de FLU-SQR foram transferidas aliquotas de 2,5;
3,0; 3,5; 4,0; 4,5 e 5,0 mL da solugéo descrita na secéo 5.3.3.1 para baldes volumétricos de
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10 mL e o volume foi completado com agua, obtendo-se solugbes com concentragdes finais
de 50,0; 60,0; 70,0; 80,0; 90,0 e 100 pg/mL, respectivamente. Cada concentragcdo foi
preparada em triplicata. As leituras espectrofotométricas foram realizadas em comprimento
de onda de 274 nm, utilizando agua como branco e as curvas foram obtidas em trés
diferentes dias.

5.3.4. Validacao do método espectrofotométrico
Os parametros foram determinados de acordo com a literatura (FDA, 2000; BRASIL,
2003a; ICH, 2005; SOUZA, JUNQUEIRA, 2005; INMETRO, 2011; BONFILIO et al., 2011).

5.3.4.1. Linearidade

Os dados obtidos na construgdo da curva analitica (secao 5.3.3.4) foram analisados
para obtencao da equacado da reta através da regressao linear, pelo método dos minimos
quadrados. A linearidade foi avaliada pela analise de varidncia (ANOVA). Também foi
avaliado o coeficiente de correlacao.

5.3.4.2. Precisao

Foi avaliada por meio da repetibilidade e precisao intermediaria.

Para o ensaio de repetibilidade, sete réplicas da solucdo de FLU-SQR com
concentracao de 75,0 pg/mL foram analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condigbes
experimentais e pelo mesmo analista e o coeficiente de variacao percentual (CV%) entre as
andlises foi calculado.

A precisao intermediaria foi avaliada por meio do célculo do coeficiente de variagao
percentual (CV%) obtido na analise de sete réplicas da solucdo de FLU-SQR com
concentracao de 75 pyg/mL em trés dias consecutivos.

Também foi realizada a analise entre analistas diferentes no mesmo dia e o
coeficiente de variagdo percentual (CV%) foi calculado para as respostas obtidas para as
sete réplicas da solucdo de FLU-SQR preparadas pelos diferentes analistas.

5.3.4.3. Exatidao

Foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, utilizando o método de adigdo de
padrdo. O teste de recuperagéao foi realizado adicionando trés niveis de concentragao, 80
(Ry), 100 (R2) e 120% (Rs), em relacao a concentragcao de trabalho, de solucao de FLU-SQR
as amostras. O ensaio foi realizado em triplicata nas concentracées de 60; 75 e 90 ug/mL. A
porcentagem de recuperacao foi calculada para cada nivel de concentragdo. Desta maneira,

€ possivel avaliar a exatiddo do método em determinar o teor de amostras com
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concentracdes pre-determinadas. As amostras foram preparadas de acordo com a Tabela
5.17.

Tabela 5.17. Preparo das solugbes para o teste de recuperacdo do método
espectrofotométrico na regido do ultravioleta

Volume adicionado de Volume adicionado de FLU- Concentracao
amostra (100 pg/mL) (mL) SQR (200 pg/mL) (mL) tedrica final (ug/mL)*
A 3,0 - 30
R, 3,0 1,50 60
R 3,0 2,25 75
Rs 3,0 3,00 90
SQR - 1,50 30

*cada nivel de concentracao foi preparado em triplicata em baldo volumétrico de 10 mL.

A percentagem de FLU soddica recuperada (R%) foi calculada utilizando-se a
Equagéo 2, descrita na se¢ao 5.1.6.3.1 (AOAC, 2002).

5.3.4.4. Especificidade e seletividade

A especificidade foi comprovada pela comparacao da resposta obtida para o farmaco
na auséncia do excipiente (SQR), na presenca do excipiente (capsula) e com a solugao
placebo (BRASIL, 2003a).

A seletividade foi demonstrada pelo teste de analise de variancia realizada para os
valores da inclinacao da reta das curvas analiticas obtidas com a solucdo de FLU-SQR e
FLU-capsula, durante trés dias consecutivos (BRUCE et al., 1998).

5.3.4.5. Robustez

Foi avaliada por meio de modificacdo nas condicoes experimentais estabelecidas,
tais como: comprimento de onda das analises (273 e 275 nm). Os valores de absorvancia
obtidos com a solucdo de FLU-SQR na concentragdo de 75 pg/mL nos diferentes
comprimentos de onda foram analisados estatisticamente utilizando o teste t de Student

para avaliar a interferéncia das modificagoes.

5.3.4.6. Limite de deteccao (LD)

Foi estimado a partir das trés curvas analiticas obtidas utilizando-se os dados de
desvio padrdo do intercepto com eixo y e a média das inclinagées das curvas analiticas
(Equagéao 3) (BRASIL, 2003a; ICH, 2005).
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iD= 330 Equacgéo 3
IC
Em que: 0 = desvio padrao do intercepto

IC = média das inclinagdes das curvas analiticas

5.3.4.7. Limite de quantificacao (LQ)

Foi determinado a partir das trés curvas analiticas obtidas, utilizando-se os dados de
desvio padrao do intercepto com eixo y e a média das inclinacées das curvas analiticas
(Equacao 4) (BRASIL, 2003a; ICH, 2005).

100

LO=—— Equacéo 4
0 IC

Em que: 0 = desvio padrao do intercepto

IC = média das inclinagdes das curvas analiticas

5.3.5. Calculo do teor de flucloxacilina s6dica em capsula

As solucbes de FLU-SQR e FLU-capsulas foram preparadas em sete réplicas. O
calculo da concentracao e do teor de FLU sédica nas capsulas foi realizado de acordo com
as Equacdes 5 e 6, durante trés dias consecutivos pelo mesmo analista e, em um mesmo
dia por analistas diferentes.

Concentracao
Ca = (AaX Csgr) | Asor Equacéo 5
Em que: Ca = concentragdo da amostra (ug/mL)

Csaqr = concentragao da solugdo SQR (ug/mL)
A, = absorvancia da amostra

Asqr = absorvancia da solucdo SQR

Teor percentual
Ci% = (Cax100)/C: Equacgéo 6

Em que: Ca = concentragéo de FLU sddica encontrada na amostra (ug/mL)
C = concentragdo tedrica de FLU sddica na amostra (ug/mL)
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5.3.6. Estabilidade da solucao de flucloxacilina sodica

Para avaliar a estabilidade da solugao de FLU sddica, foi preparada solu¢ao estoque
de FLU na concentragédo de 200 pg/mL, conforme descrito no item 5.4.3.2 e foi armazenada
em temperatura ambiente por 7 dias. Em seguida, foi preparada solu¢gdo com concentragéo
de 75 ug/mL, em 4gua e analisada.

5.3.7. Resultados
A Figura 5.5 apresenta os espectros obtidos para solucdo de FLU-SQR e FLU-
capsulas.

Figura 5.5. Espectro de absorcao por espectrofotometria na regido do UV a 274 nm, de solugédo de
flucloxacilina sédica SQR (preto) e amostra (vermelho), utilizando agua como solvente. Comprimento

de onda: 274 nm.

5.3.7.1. Obtencao da curva para avaliar a linearidade

A Tabela 5.18 apresenta os valores obtidos com a curva para determinar a faixa
linear para FLU-SQR utilizando agua como solvente e, a Figura 5.6 apresenta a curva
correspondente.
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Tabela 5.18. Valores obtidos na determinacdo do intervalo linear do método
espectrofotométrico na regiao do UV para FLU-SQR, utilizando agua como solvente e

comprimento de onda de 274 nm

Concentracao (ug/mL)*  Absorvancia 100-T%
1 50 0,12035 24,20335
2 60 0,14885 29,01771
3 70 0,17774 33,58594
4 80 0,19756 36,54878
5 90 0,22825 40,87788
6 100 0,24072 42,55133
7 110 0,27230 46,58048
8 120 0,28526 48,15105
9 130 0,32202 52,35910
10 140 0,34525 54,84041
11 150 0,36685 57,03152
12 160 0,39192 59,44168
13 170 0,37983 58,29674
14 180 0,42116 62,08247
15 190 0,45974 65,30555
16 200 0,47260 66,31783

*diluida em baldo volumétrico de 10 mL.

100%, -
4

30 - .

20 -

10 . |
10 100 1000

Log da concentragdo (pg/mL)

Figura 5.6. Determinagao da faixa linear para o método espectrofotométrico na regido do UV para

solugao de FLU-SQR, utilizando agua como solvente, no comprimento de onda de 274 nm.
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5.3.7.2. Obtencao da curva analitica
A Tabela 5.19 apresenta os valores de absorvancia para as diferentes concentragoes
obtidos na construc¢do da curva analitica para FLU-SQR, utilizando agua como solvente.

Tabela 5.19. Valores de absorvancia determinados para a curva analitica de FLU-SQR por
espectrofotometria na regido do UV a 274 nm, utilizando agua como solvente

Concentracao de FLU-SQR  Absorvancia Absorvancia CV (%)**
(ng/mL)* média

0,109
50 0,109 0,110 1,05
0,111

0,131
60 0,132 0,132 1,15
0,134

0,156
70 0,156 0,156 0,37
0,157

0,179
80 0,180 0,180 0,56
0,181

0,203
90 0,204 0,204 0,75
0,206

0,224
100 0,228 0,227 1,17
0,229

*cada valor é a média de trés determinacdes realizada em um dia, durante trés dias; **CV (%) =

coeficiente de variacdo percentual.

A curva analitica de FLU-SQR (Figura 5.7) foi construida com a média dos valores de
absorvancia de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade.
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Figura 5.7. Curva analitica da solucédo de FLU-SQR pelo método espectrofotométrico na regido do

UV a 274 nm, utilizando agua como solvente.

5.3.7.3. Validacao

5.3.7.3.1. Linearidade

A regressédo linear da curva analitica obtida pelo método dos minimos quadrados,
para obtencdo da curva analitica para o método espectrofotométrico na regidao do UV, foi
analisada estatisticamente pela ANOVA e os resultados estao apresentados na Tabela 5.20.

Tabela 5.20. Analise de variancia dos valores de absorvancias determinadas na obtengao
da curva analitica de FLU-SQR pelo método espectrofotométrico na regido do UV a 274 nm,

utilizando agua como solvente

Fontes de variacido GL soma dos quadrados  variancia Fcac Fiap
entre doses 5 0,02927 0,00585 2450,26* 3,11
regressao linear 1 0,02924 0,02924 12238,72* 4,75
desvio de linearidade 4 0,00003 0,0000075 3,14 4,79
residuo 12 0,0000287 0,000002389 - -
total 17 0,02930 - - -

*Significativo para p<0,05; GL = graus de liberdade.

Os resultados de regressao significativa e desvio da linearidade nao significativo,
valida o0 método espectrofotométrico na regido do UV para FLU sédica quanto ao parametro
de linearidade. Além disso, o coeficiente de correlagdo foi muito satisfatério indicando

excelente correlacao linear entre os dados analisados.
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A abortividade molar (¢) foi calculada pela Equacao 7:
E=A/(cxb) Equacao 7
Em que: A= absorvancia
¢ = concentragdo molar
b = caminho éptico da cubeta (cm)
Os parametros do tratamento estatistico sobre os valores experimentais obtidos para a

curva analitica encontram-se na Tabela 5.21.

Tabela 5.21. Parémetros analiticos utilizados no desenvolvimento do método
espectrofotométrico na regido do UV a 274 nm, utilizando agua como solvente para
quantificagao de flucloxacilina sédica em capsula

Parametros Resultados
A (nm) 274
& (L/mol.cm) 4,67 x 10°

Faixa de concentracao utilizada (ug/mL) 50-100
Equacao:y=ax+b

a 0,0024
b - 0,0088

r (coeficiente de correlacao) 0,99995
n 6

5.3.7.3.2. Precisao

A repetibilidade forneceu CV% de 1,02%.

Para a precisao interdias obteve-se valor de CV% de 2,40% e para precisao entre
analistas, obteve-se CV% de 1,61%.

5.3.7.3.3. Exatidao

Foi comprovada através da analise de solugbes em trés concentragbes pre-
estabelecidas. Os valores encontrados no teste de recuperagdo de FLU sddica utilizando
espectrofotometria na regido do UV estao na Tabela 5.22.
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Tabela 5.22. Teste de recuperacao do método espectrofotométrico na regiao do UV

FLU sédica SQR FLU sodica SQR Recuperacao Recuperacao Ccv

adicionado encontrada (%) média (%) (%)**
(ng/mL) (ng/mL)*

R, 30 30,03 101,10 0,91

R, 45 44,99 99,98 100,09 0,20

R; 60 60,12 100,20 1,05

*cada valor € a média de trés determinagdes; **CV(%) = coeficiente de variagao percentual.

5.3.7.3.4. Especificidade/ Seletividade
A Figura 5.8 apresenta a sobreposicao dos espectros obtidos com a FLU-SQR, FLU-
capsula e placebo para comprovacao da especificidade do método espectrofotométrico na

regido do ultravioleta proposto.

Figura 5.8. Espectro de absorcao por espectrofotometria na regido do UV, de solugdo de FLU-SQR
(preto), FLU-capsula (vermelho), placebo (azul), utilizando agua como solvente, no comprimento de
onda de 274 nm.

Como pode ser visto na Figura 5.8, ndo ha absorgao do excipiente no comprimento
de onda utilizado para as analises espectrofotométricas na regiao do UV, demonstrando que
0 excipiente presente nas capsulas néo interfere nos resultados obtidos.

A Tabela 5.23 apresenta os valores da inclinagéo das retas das curvas analiticas
obtidas com FLU-SQR amostra, no comprimento de onda de 274 nm, utilizando agua como

solvente e a analise de variancia para comprovacao da seletividade do método proposto.
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Tabela 5.23. Valores da inclinagao das retas das curvas analiticas determinadas para FLU-

SQR e FLU-cépsula, pelo método espectrofotométrico na regidao do UV

Dias
1 2 3 Média CV (%)* Fca|c Ftab
FLU-SQR  0,0024 0,0024 0,0023 0,0024 2,44 1,0 7,70

FLU-capsula 0,0022 0,0023 0,0024 0,0023 4,35

*CV(%) = coeficiente de variacdo percentual.

A seletividade do método proposto avaliada pela ANOVA demonstrou que ndo ha
diferenca significativa entre as médias encontradas para a inclinacdo da reta da curva
analitica obtida com a solugdo de FLU-SQR e amostra, indicando que ndo ha interferéncia
do excipiente nas analises, corroborando com os resultados obtidos na especificidade.

5.3.7.3.5. Robustez

O teste t de Student demonstrou que nao ha diferenga significativa entre os valores
de absorvancia encontrados, comprovando a robustez do método proposto, frente ao
parametro avaliado, conforme apresentado na Tabela 5.24.

Tabela 5.24. Avaliagdo da robustez do método espectrofotométrico na regido do UV para

analise de flucloxacilina sddica

A (nm) tcalc t tab
273 0,51 2,18
275 0,61 2,18

5.3.7.3.6. Limites de deteccao e de quantificacao
Foram calculados de acordo com as Equacdes 3 e 4, respectivamente, e os valores
encontrados foram 2,75 ug/mL e 8,34 ug/mL, respectivamente.

5.3.7.4. Estabilidade da solucao de flucloxacilina sédica
A solugéo de FLU sodica na concentragdo de 200 pg/mL, em agua e armazenada em

temperatura ambiente, demonstrou ser estavel por 7 dias.

5.3.7.5. Calculo do teor de flucloxacilina soédica nas capsulas
O teor obtido para as capsulas de flucloxacilina sédica através do método

espectrofotométrico na regido do UV esta apresentado na Tabela 5.25.
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Tabela 5.25. Determinacao do teor interdias e entre-analistas das capsulas de flucloxacilina

sédica por espectrofotometria na regidao de UV

Interdias Entre analistas
Amostra Dia Teor Teor Ccv Analista Teor Teor Ccv
(mg)* (%)* (%)™ (mg)* (%)* (%)™
1 533,30 106,66 A 533,64 106,73
1 2 541,15 108,23 1,58 B 542 58 108,52 1,17

529,35 104,87

*cada valor € a média de sete determinacdes; **CV (%) = coeficiente de variacao percentual.

5.3.8. Discussao

Para desenvolver o método espectrofotométrico para a andlise quantitativa de FLU
sbédica na regidao do UV foram avaliados os espectros de absorcdao da FLU-SQR em
diferentes solventes, bem como a auséncia da influéncia do excipiente das capsulas na
absorcao de luz pela substancia em analise.

O método espectrofotométrico proposto foi desenvolvido e validado utilizando agua
como solvente, baseado no pico de absorcdo do farmaco neste solvente e nos demais
solventes utilizados para andlise qualitativa, secéo 4.2.6, e na facilidade de aquisicao deste
solvente levando-se em consideracdo o seu custo e a geragcdo de pouca quantidade de
residuos, que hoje é uma grande preocupagao das industrias farmacéuticas. Além disso, a
FLU apresenta degradacdo em meios acido e basico, conforme serd apresentado no
capitulo 7. Os espectros de absorgao para FLU-SQR e capsula mostraram pico de absorgao
em 274 nm (Figura 5.5).

De acordo com a Figura 5.6, foi possivel observar que praticamente todas as
concentracdes estudadas foram lineares, assim, a faixa de concentracdo escolhida para
desenvolver e validar o método espectrofotométrico na regido do UV foi de 50,0 a 100 pg/mL,
pois nestas concentracdes evita-se o gasto desnecessario de grandes quantidades de SQR.

O método analitico proposto apresentou regressao linear significativa no intervalo de
concentracao de 50 a 100 pug/mL, com coeficiente de correlagdo de 0,9999 e coeficiente de
variagdo percentual entre as determinagdes inferior a 2%, demonstrando excelente
correlagao linear entre os dados analisados.

A repetibilidade forneceu CV% de 1,02%.

A precisdo intermediaria forneceram CV% de 2,40% e, para precisao entre
analisadas o CV% foi de 1,61%.
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De acordo com o guia do Instituto Nacional de Metrologia (INMETRO, 2011), o numero
de amostras paralelas em cada nivel de concentracdo deve ser maior ou igual a sete para
permitir o uso adequado de modelos estatisticos e proporcionar uma comparacao valida.

A recuperagdo media de FLU-SQR foi de 100,09%, comprovando a exatiddo do
método proposto, pois valores de recuperacéo entre 98 a 102% atendem os requisitos legais
deste ensaio (ICH, 2005).

Os resultados obtidos através do teste t de Student, para o teste de robustez,
demonstraram ndo haver diferenca significativa entre os valores de absorvancia obtidos,
demonstrando que o método é robusto para o parametro analisado.

A especificidade foi analisada a fim de verificar se 0 método utilizado produz resposta
analitica para apenas uma substancia de interesse (INMETRO, 2007). Portanto, a
especificidade do método em analise foi comprovada comparando os espectros obtidos com
a solucao de FLU-SQR e cépsulas. De acordo com a Figura 5.8, os espectros de absorcao
sao semelhantes, demonstrando que o excipiente presente nas capsulas nao interferem na
absorc¢ao, e, portanto, o método é especifico para FLU sédica.

A seletividade é analisada a fim de distinguir a substancia de interesse de outras
substancias que possam estar presentes na mesma amostra (INMETRO, 2011). A
seletividade do método foi comprovada pelo célculo da ANOVA para os valores da
inclinacao da reta obtidos para trés curvas analiticas para solucdo de FLU-SQR e trés
curvas analiticas para solucao de FLU-capsulas. Os resultados mostraram que o valor
calculado foi menor que o valor tabelado (Feqe = 1,0 € Fap = 7,70), ressaltando que o
excipiente presente nas capsulas de FLU sédica ndo interfere na andlise do farmaco na
forma farmacéutica de capsulas.

O limite de deteccao foi analisado com o objetivo de se conhecer qual o menor valor
de concentracdo do farmaco pode ser detectado pelo método espectrofotométrico proposto,
com razoavel certeza estatistica, mas nado necessariamente quantificado. O limite de
quantificacdo € a menor concentragdo do farmaco na amostra que pode ser quantificada
com precisdo e exatidao aceitaveis (FDA, 1994; ICH 2005; La ROCA et al., 2007). Diante
dos resultados encontrados para LQ e LD, os valores utilizados para validagdo do método
espectrofotométrico proposto sdo seguros, uma vez que a menor concentracdo utilizada
para obtencado da curva analitica foi 50 pug/mL, e a concentracdo utilizada para realizar o
doseamento da FLU nas capsulas foi 75 pg/mL, estando bem acima dos LD e LQ,
respectivamente, 2,75 e 8,34 uyg/mL.

O teor médio de FLU sbdica nas cépsulas obtido em trés dias consecutivos pelo
mesmo analista e, em um mesmo dia por analistas diferentes, foi de 106,59 e 107,62 com
CV% de 1,58 e, 1,17%, respectivamente (Tabela 5.25). Estes valores de teor de FLU sddica
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estao dentro do permitido que é de 92,5 a 110% (BP, 2010c), demosntrando que o método
proposto € apropriado para quantificar o farmaco nas cépsulas.

O método espectrofotométrico proposto mostrou-se adequado, apresentando
simplicidade, especificidade e seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez,
podendo ser utilizado para quantificar FLU sédica em capsulas auxiliando na rotina do
controle de qualidade das industrias farmacéuticas, como um método alternativo a CLAE.

Publicacao obtida com os resultados deste estudo:

FIORENTINO, F.A.M.; SALGADO, H.R.N. Development and validation of a UV-
spectrophotometric method for determination of flucloxacillin sodium in capsules. Cur.
Pharm. Anal., v. 8, p. 101-106, 2012.
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5.4. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

5.4.1. Introducao

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica fisico-quimica de
separacao de uma mistura, realizada pela distribuicdo dos componentes entre duas fases,
que estao em contato intimo, fase estacionaria (sélida) e a fase movel (liquida). A separagéao
ocorre por particdo, adsorcdo, troca ibnica, exclusdo por tamanho ou interagbes
estereoquimicas dependendo do tipo de fase estacionaria utilizada. Durante a passagem da
fase movel sobre a fase estacionaria, os componentes da mistura sao distribuidos entre as
duas fases, de tal forma que cada um dos componentes é seletivamente retido pela fase
estacionaria, dependendo das suas afinidades, resultando em migracdes diferentes destes
componentes (USP, 2008; FB 5, 2010; JP, 2011).

A CLAE é uma técnica analitica muito empregada em industrias farmacéuticas,
porque possibilita obter dados quali e quantitativos de amostras de ampla variedade de
polaridade em uma unica corrida, diversos modos de deteccdo podem aumentar a
especificidade e a informacao sobre o teor, além de ser aceita com confiabilidade pelas
agéncias regulatérias (KARCHER et al., 2005). Existem diversas modalidades desta técnica
sendo que o modo de fase reversa € frequentemente o mais empregado e, a silica é o
suporte mais comum devido aos baixos niveis de impurezas metalicas, disponibilidade em
uma grande diversidade de tamanho de particulas, poros e formas, é estavel a altas
pressdes, possui facilidade de modificacdo e ha grande conhecimento de sua estrutura e
propriedades (TONHI et al., 2002; SILVA et al., 2006; BISWAS et al., 2009).

Na cromatografia liquida em fase normal, a fase estacionaria é mais polar (silica ou
alumina) e a fase moével € menos polar (hexano, iso-octano ou pentano modificado por
solventes mais polares) e o principal mecanismo de separacédo é a adsorcdo. Adsorcao é
um processo de particdo que ocorre em uma interface ou superficie, ou seja, é o acumulo de
uma substanca sobre uma superficie. Em cromatografia liquida a adsor¢do ocorre na
superficie solida (fase estacionaria). A reteng@o do soluto é determinada principalmente pelo
balango entre as interagbes que ele sofre na fase mével e sua competicdo com as
moléculas da fase movel pelos sitios de adsorcdo presentes na superficie da fase
estacionaria (CIOLA, 1998; LANCAS, 2009).

Na cromatografia liquida de fase reversa, a fase estacionaria € mais apolar que a
fase a movel, portanto, os grupos funcionais da fase estacionaria sdo de natureza apolar,
como os grupos octil (-CgH;7), octadecil (-CigHs7) € fenil (-CeHs). A superficie dos éxidos
utilizados como suporte da fase estacionaria € polar e, para que se tornem apolares, é
necessaria a introdugao de grupos organicos apolares em sua superficie, por exemplo, pela
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introdugdo de monocamadas organicas. A fase estacionaria apolar pode ser obtida através
de reagdes quimicas a partir da silica, sendo que a reagdo mais comum é a ligagéo siloxano
por reacdo do grupo silanol com um agente sililante como organoclorossilano ou
organoalcoxissilano (TONHI et al., 2002; COLLINS et al., 2006). Quando o grupo octadecil é
ligado a silica, é obtido o produto octadecilsilano (C18, ODS, RP-18); quando octil &€
utilizado, obtém-se octilsilano (C8, RP-8); ao ligar grupo fenil, obtém-se fenilsilano; ao
empregar grupo cianopropil, obtém-se cianopropilsilano. Quanto maior a cadeia lateral do
grupo ligado na fase, maior sera a sua caracteristica de fase reversa, ou seja, menos polar,
possuindo maior retencao para solutos menos polares. A fase estacionaria da cromatografia
em fase reversa € mais estavel hidroliticamente e termicamente que a fase estacionaria da
cromatografia em fase normal (CIOLA, 1998; LANCAS, 2009).

O principal mecanismo de separagdo em cromatografia em fase reversa € a particao
(FB 5, 2010). A particdo é baseada nas diferentes afinidades que os componentes da
amostra apresentam pela fase mével e fase estacionaria, portanto, os componentes mais
soluveis na fase estacionaria séo retidos e, os menos soluveis sdo transportados com maior
velocidade pela fase mével. Normalmente a fase mével é constituida por agua, solvente
apolar (metanol ou acetonitrila), modificador organico e um aditivo (sal ou solu¢do tampao).
Desta maneira, a fase mével interfere no tempo de retencdo do composto em estudo, ou
seja, quanto maior a proporcao do solvente organico, menor sera a retencao e vice-versa
(COLLINS et al., 2006; LANCAS, 2009).

Durante o desenvolvimento de um farmaco, métodos cromatograficos liquidos
indicativos de estabilidade sao utilizados para determinar a qualidade da substéncia ativa e
do produto acabado e, métodos para determinacdo de impurezas sdo desenvolvidos para
que o paciente receba um produto seguro (BISWAS et al., 2009).

A CLAE, por ter um alto poder de resolucdo, é considerada o método mais
importante para isolamento e purificagdo de antibidticos, além de permitir analisar
compostos volateis e ndo volateis e determinar tracos de compostos. Também devido a sua
alta especificidade, precisdao e rapidez, este método é preferido aos métodos
microbiolégicos para andlise de antibiéticos (JOSHI, 2002), além disso, os métodos
microbiol6gicos necessitam de ambiente estéril, técnica asséptica e algumas vezes,
incubacao durante a noite (CHARLES et al., 1994). Por outro lado, ha diversos fatores
quimicos e fisico-quimicos que influenciam a separagdo cromatografica, os quais dependem
da natureza quimica das substancias analisadas, da composicao e vazao da fase movel, da
composicao e area superficial da fase estacionaria.

A CLAE tem sido amplamente utilizada para estudo de farmacocinética e para
andlises de controle da pureza das penicilinas, bem como para estudos de estabilidade. Em
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uma revisao descrita por Joshi (2002), a maioria dos trabalhos relatou o emprego da coluna
Cig € 0 detector de UV na andlise de produtos de degradacao de penicilinas.

A FLU sédica na forma de matéria-prima € descrita nas Farmacopeias Portuguesa
(FP, 2005), Britanica (BP, 2010b) e Europeia (EP, 2011), e em formas farmacéuticas
inclusive capsulas, € apresentada na Farmacopeia Britanica (BP, 2010c), sendo
preconizado o método por CLAE para determinagdo do farmaco em matéria-prima e em
formas farmacéuticas, o qual utiliza como fase mével acetonitrila: solugdo tampao fosfato de
potassio (25:75), pH 5,0. A literatura descreve alguns trabalhos utilizando CLAE para analise
quali e quantitativa de FLU so6dica em fluidos biolégicos e em preparacoes farmacéuticas
como pode ser visto na revisao da literatura deste trabalho (capitulo 3).

O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar método por CLAE em fase reversa,
para quantificacdo de FLU sbédica em capsulas e separagcdo de seus produtos de
degradacéo, visando o aperfeicoamento do sistema com melhora na constituicdo da fase
mével, diminuicdo do tempo de analise, gastos com reagentes e menor geragdo de

residuos.

5.4.2. Ensaios preliminares
Diferentes condicdes cromatograficas foram testadas com objetivo de encontrar
aquelas favoraveis a quantificacdo do farmaco na forma farmacéutica de cépsulas e

adequada separacéao de seus produtos de degradacgao.

5.4.3. Material

Foram utilizados FLU-SQR e FLU-capsulas, descritos nas segbes 4.1.2. e 4.1.3,
respectivamente.

Foram utilizados os solventes: metanol (J.T. Baker®, Xelostoc, México), acetonitrila
(J.T. Baker®, Xelostoc, México), ambos grau CLAE; &cido fosférico (Berzog®, Alemanha),
acido fosférico (Synth®, Diadema, Brasil) e acido acético (J.T. Baker®, EUA) grau analitico e
agua ultrapura, obtida por sistema Milli-Q® (Malsheim, Franca). Os reagentes utilizados
foram fosfato de potassio monobaésico (Vetec®, Rocha, Brasil), fosfato de potassio dibasico
(Vetec®, Rocha, Brasil) e estearato de magnésio (Audaz Farmacopeia Fina®, Sdo Paulo,
Brasil), grau farmacéutico. Foi utilizada membrana de nitrato de celulose de 0,45 um de
diametro de poro e 47 mm de diametro (Sartorius®, Gettinge, Alemanha) para filtrar a fase
mével e membrana com poro de 0,45 pm e 15 mm de didmetro (Macherey-Nagel®, Diren,
Alemanha) para filtrar as solugdes de FLU-SQR e FLU-capsula. As solugbes constituintes da
fase moével foram desgaseificadas em ultrassom (Unique®, Indaiatuba, Brasil) por 30

minutos.
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O sistema cromatogréfico utilizado foi o cromatégrafo Waters®, composto de bomba
cromatografica gradiente binaria Waters®, injetor manual Rheodyne Breeze® 7725i e
detector de absorvancia UV-VIS Waters® 2487; equipado com software Empower®. Foram
utilizadas colunas Symmetry C;s Waters® (250 x 4,6 mm), 5 pm e Zorbax Agilent® Cis (250 x
4,6 mm), 5 um.

5.4.3.1. Preparo das fases moveis

Para as fases méveis, foram preparadas solugbes aquosas de acido fosférico na
concentracao de 0,025 M em diferentes valores de pH. As solucdes tampéo utilizadas foram
fosfato de potassio 0,025 M (pH 5,0 e 7,0). As fases moveis foram compostas de diferentes
proporcoes das solugdes e solventes e as misturas foram realizadas no equipamento. Todas
as fases moveis foram filtradas e desgaseificadas antes do uso.

5.4.3.2. Preparo da solucao de flucloxacilina SQR

Foram pesados analiticamente 22,222 mg de FLU-SQR e transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com &gua, obtendo-se solugdo com
concentracdo de 200 pg/mL (solugdo-mae). A correcdo na massa de FLU-SQR foi feita uma
vez que a pureza descrita para este padrdao é de 90%. Aliquotas desta solugao foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com fase mével,

obtendo-se solugcdes com as concentracdes finais requeridas.

5.4.3.3. Preparo da solucao de flucloxacilina sédica em capsulas

A partir do pool obtido das capsulas, foram pesados analiticamente o equivalente a
20 mg de FLU sédica e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi
completado com agua, obtendo-se solucao com concentracdo de 200 ug/mL. Aliquota de
2,5 mL desta solugéo foi transferida para baldes volumétricos de 10 mL e o volume foi
completado com fase mével, obtendo-se solugdes com concentragéo final de 50 pug/mL. O
célculo da concentragéo e do teor de FLU sédica nas amostras foi realizado de acordo com
as Equacodes 5 e 6, descritas na se¢ao 5.3.5.

5.4.4. Método

Diversas condigdes cromatogréaficas foram testadas, a fim de encontrar aquela que
permitisse a quantificagdo confiavel do farmaco, verificagdo da presenga de produto de
degradagéao, reducdo da assimetria do pico, redugdo de danos a coluna cromatografica,
além de diminuir a geragao de residuos. As condicGes testadas durante o desenvolvimento
do método estado apresentadas na Tabela 5.26.
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Tabela 5.26. Condi¢cdes testadas durante o desenvolvimento do método por CLAE indicativo
de estabilidade para a determinagao de flucloxacilina sédica em capsulas

metanol: dgua (30:70, v/v); metanol: agua (95:5, v/v);
metanol: agua (60:40, v/v);
agua: acetonitrila (75:25, v/v); acetonitrila: &gua (80:20, v/v);
solucéao tampao fosfato de potassio pH 5,4: metanol (70:30, v/v);
Fase movel solucéo tampao fosfato de potassio pH 6,1: metanol (50:50, v/v);
metanol: &cido acético 4% (60:40, v/v);
metanol: &cido acético 4% (80:20, v/v);
metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 5,2 (60:40, v/v)
metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 7,0 (65:35, v/v)
metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 4,1 (65:35, v/v);
metanol: &cido fosforico 0,025 M pH7,0 (60:40, v/v);
metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v)

)

b

Coluna Symetry® C.s Waters; Zorbax® Cs Agilent
Comprimento de onda 225 e 274 nm
Vazao 1,0 mL/min
Volume de injecao 20 pyL
Temperatura 25°C
Solvente agua e fase movel

De acordo com os resultados obtidos, os parametros estabelecidos para

desenvolvimento e validagdo do método analitico por CLAE estdo apresentados na Tabela
5.27.
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Tabela 5.27. Parametros estabelecidos para a determinacdo de flucloxacilina sédica em

capsulas, pelo método por CLAE indicativo de estabilidade

Fase movel metanol: acido fosférico 0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v)
Coluna Zorbax® C,g Agilent
Comprimento de onda 225 nm
Vazao 1,0 mL/min
Volume de injecao 20 uL
Temperatura 25°C
Solvente fase mével

5.4.5. Validacao do método analitico por CLAE

A validacao do método foi conduzida de acordo com o procedimento preconizado
pela literatura (FDA, 1994; BRASIL, 2003a; ICH, 2005; INMETRO, 2011; USP, 2008;
BONFILIO et al., 2011b). Os parametros avaliados foram: especificidade, linearidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermedidria), exatidao, limite de deteccao, limite de
quantificagéo e robustez.

5.4.5.1. Especificidade / seletividade e estudos de estresse

A especificidade / seletividade é a habilidade de um método analitico medir a
resposta do analito na presenca de suas potenciais impurezas (ICH, 2005). Estes termos
sdo empregados indistintamente ou com diferentes interpretagdes. Um método analitico que
produz resposta para um unico analito € um método especifico, enquanto que, um método
que produz respostas para diferentes analitos, mas que consegue identificar a resposta de
um composto na presenga de outros, € um método seletivo (INMETRO, 2007).

A solucdo-mae previamente preparada com concentracdo de 200 pg/mL foi diluida
para 100 pg/mL, em agua e utilizada para os ensaios de degradacbes. A capacidade
indicadora de estabilidade e de especificidade do método foi determinada submetendo a
solucdo de FLU-SQR (100 pg/mL) a degradacao acelerada por condigcdes acida, basica,
térmica, oxidativa e fotolitica para avaliar a interferéncia na quantificacdo de FLU sodica
(FDA, 1994; BRASIL, 2003a; ICH, 2005). Apdés os procedimentos de degradacdo as
amostras foram diluidas em fase movel para concentragéo final de 50 pg/mL.

<> Degradacéo acida: foi realizada em HCI 0,001 M. A solugcdo foi mantida em

temperatura ambiente, neutralizada e analisada.
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<> Degradagédo alcalina: foi realizada em NaOH 0,001 M. A solucdo foi mantida em
temperatura ambiente e em banho aquecido a 70 °C, resfriada neutralizada e analisada.

<> Degradacdo térmica: a solugdo preparada em agua (100 pg/mL) foi mantida em
banho aquecido a 70 °C, resfriada e analisada. O mesmo procedimento foi realizado com a
solugéo preparada em fase mével (200 pg/mL).

< Degradacao oxidativa: foi preparada solucdo de FLU-SQR em perdxido de
hidrogénio 3%, mantendo-a em temperatura ambiente e em banho aquecido a 70 °C,
resfriada e analisada.

<> Degradagdo fotolitica: foi induzida expondo as solugbes de FLU-SQR a luz
ultravioleta UVC 254 nm (200 W h m™®) por 3 dias.

Desta maneira, a capacidade indicadora de estabilidade e especificidade do método
cromatografico foi estabelecida através da resolucao obtida entre o pico principal da FLU
sédica e seus produtos de degradacdo. Além disso, uma solugdo do excipiente da
formulacao farmacéutica (placebo) foi analisada pelo método.

5.4.5.2. Linearidade

Para a curva analitica foram preparadas solugées de FLU-SQR na concentragéo de
200 pg/mL (solugdo-mae), conforme descrito na segdo 5.4.3.2. A partir da solugdo-mae,
foram transferidas aliquotas de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mL para baldes volumétricos
de 10 mL, e o volume foi completado com fase mdvel, obtendo-se solugbes com
concentracgdes finais de 20; 30; 40; 50; 60; 70 e 80 pg/mL. As curvas analiticas foram
preparadas e analisadas durante trés dias. A equacao da reta foi determinada através do
estudo de regressao linear, pelo método dos minimos quadrados e calculada a andlise de
variancia (ANOVA), para andlise de parametros estatisticos. Também foi avaliado o
coeficiente de correlacao.

5.4.5.3. Precisao

Foi avaliada por meio da repetibilidade e precisao intermediaria.

Para o ensaio de repetibilidade, sete réplicas da solugdo de FLU-SQR com
concentracao de 50 pg/mL foram preparadas e analisadas no mesmo dia, sob as mesmas
condi¢des experimentais, mesmo analista e no mesmo laboratério. O coeficiente de variagao

percentual (CV%) entre as analises foi calculado.
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A precisao intermediaria foi avaliada por meio do célculo do coeficiente de variagéo
percentual (CV%) obtido na andlise de sete réplicas da solugcdo de FLU-SQR com
concentracao de 50 pyg/mL em trés dias consecutivos.

Também foi realizada a analise entre analistas diferentes no mesmo dia e o
coeficiente de variagao percentual (CV%) foi calculado para as respostas obtidas para as
sete réplicas da solu¢do de FLU-SQR preparadas pelos diferentes analistas.

5.4.5.4. Exatidao

Foi determinada pelo ensaio de recuperacao, utilizando o método de adicao de padréo.
O teste de recuperacéo foi realizado adicionando trés niveis de concentracao 80 (R,), 100 (Ry)
e 120% (Rs) em relacdo a concentracao de trabalho, de solucdo de FLU-SQR as amostras. O
ensaio foi realizado em triplicata nas concentracbes de 40; 50 e 60 ug/mL. A porcentagem de
recuperacao foi calculada para cada nivel de concentracdo. Desta maneira, é possivel avaliar
a exatiddo do método em determinar o teor de amostras com concentracdes pré-

determinadas. As amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 5.28.

Tabela 5.28. Preparo das solugdes de FLU para o teste de recuperacao do método CLAE

indicativo de estabilidade

Volume de FLU-capsula Volume adicionado de FLU- Concentracao teérica

(200 pg/mL) (mL)* SQR (200 pg/mL) (mL)* final (pg/mL)**
A 1,5 - 30
Ry 1,5 0,5 40
R 1,5 1,0 50
R; 1,5 1,5 60
SQR - 1,5 30

*cada nivel de concentracao foi preparado em triplicata em baldo volumétrico de 10 mL.

A percentagem de FLU sobdica recuperada (R%) foi calculada utilizando-se a
Equacao 2, descrita na seg¢ad 5.1.6.3.1 (AOAC, 2002).

5.4.5.5. Robustez

Foi avaliada por meio de modificagbes nas condi¢cdes cromatograficas estabelecidas,
tais como: fabricante da coluna: Agilent® e Phenomenex®; pH da fase mével: 5,2; 5,5 e 5,8;
vazao da fase movel: 0,8, 1,0 e 1,2 mL; concentracdo de metanol na fase mével: 57; 60 e
63%; comprimento de onda de deteccado: 220, 225 e 230 nm; fabricante do metanol: JT
Baker® e Merck® e, fabricante do 4cido fosférico utilizado na fase mével: Berzog® e Synth®.
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A analise do teor de FLU sdédica nas diferentes condigbes foi realizada, avaliando-se as
altera¢des de modo simultaneo, aplicando o teste de Youden e Steiner.

O teste de Youden e Steiner constitui um método confiavel para avaliagdo de
robustez de métodos analiticos, por meio do delineamento que envolve sete parametros
analiticos combinados em oito experimentos (BEDREGAL et al., 2008; CESAR, PIANETTI,
2009; BONFILIO et al., 2011). Foram realizados dois testes independentes, utilizando
variagbes dos parametros analiticos para valores maiores e menores, Teste 1 e Teste 2,
respectivamente. Em cada ensaio foram avaliadas as solucbes de FLU-SQR e FLU-
capsulas. Na Tabela 5.29 é apresentada a combinacao fatorial utilizada no teste, no qual
letras maiusculas referem-se as condicdes normais do método analitico e letras minusculas

as alteracdes dos parametros analiticos.

Tabela 5.29. Combinacao fatorial de parametros analiticos para avaliagdo da robustez pelo
teste de Youden e Steiner

Parametro Analitico Combinacao Fatorial

1 2 3 4 5 6 7 8
Fabricante da coluna A A A A a a a a
pH da FM B B b b B B b b
Vazao C ¢ € ¢ C ¢ C c
Concentracao de metanol na FM D D d d d d D D
Comprimento de onda E e E e e E e E
Fabricante do metanol Ff f F F f f F
Fabricante do &cido fosforico G g g G g G G g
Resultado s t u v w z

As condicdes dos Testes 1 e 2 de Youden e Steiner, com variagdes dos parametros
analiticos para valores maiores e menores, respectivamente, sdo apresentados nas Tabelas

5.30 e 5.31, respectivamente.
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Tabela 5.30. Parametros analiticos e variagdes efetuadas no Teste 1 de Youden e Steiner

Parametro Condicao normal Variacao

Ala Fabricante da coluna Agilent® A Phenomenex® a
B/b pH da FM 55 - B 5,8 - b
Clc Vazao 1 mL/min - C 1,2 mL/min - C
D/d Metanol 60% - D 63% - d
E/e Comprimento de onda 225 nm - E 230 nm - e
F/f Marca do metanol J.T.Baker® - F Merck® - f
G/g Marca do 4cido fosférico Berzog® - G Synth® - g

Tabela 5.31. Parametros analiticos e variagdes efetuadas no Teste 2 de Youden e Steiner

Parametro Condicao normal Variacao

Ala Fabricante da coluna Agilent® A Phenomenex® a
B/b pH da FM 55 - B 5,2 - b
Clc Vazao 1 mL/min - C 0,8 mL/min - C
D/d Metanol 60% - D 57% - d
E/e Comprimento de onda 225 nm - E 220 nm - e
F/f Marca do metanol J.T.Baker® - F Merck® - f
G/g Marca do &cido fosforico Berzog® - G Synth® -9

Para determinar a influéncia das variacées de cada parametro no resultado final, a
média de quatro doseamentos correspondentes a letras maiusculas (condigcdes normais) foi
comparada a média de quatro outros doseamentos correspondentes a letras mindsculas
(condi¢des alteradas). A Equacao 8 exemplifica a avaliagdo do efeito da mudanga do
fabricante da coluna cromatografica.

st+t+u+v w+x+y+z Equacéo 8

EfeitoA/a = 1

Em que:
S, t, ue v =teores das amostras determinados com a coluna utilizada no método
w, X, y e z = teores das amostras determinados com a coluna de fabricante diferente

A interpretacdo do teste é realizada através da comparagdo do valor obtido na
Equacéo 8 com o valor resultante da Equacao 9 (BEDREGAL, 2008):
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Valor de referéncia = S V2 Equacao 9

Em que:

S = desvio padrao dos oito teores (s, t, u, v, w, X, y, 2) das amostras analisadas no teste

O valor encontrado na Equacdo 8 deve ser menor que o valor determinado na
Equacéo 9 para que o efeito seja interpretado como néo significante.

5.4.5.6. Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)

LD e LQ foram estimados a partir da férmula descrita na literatura (BRASIL, 2003a;
ICH, 2005), fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagao da curva analitica,
conforme as Equagébes 3 e 4, descritas nas segbes 5.3.4.6 e 5.3.4.7, respectivamente.

5.4.5.7. Adequabilidade do sistema cromatografico

Para assegurar o desempenho do cromatografo a liquido antes e durante a
realizagao das anadlises, foram efetuadas cinco inje¢cdes da mesma solugdo de FLU-SQR na
concentracdo de 50 pg/mL, avaliando o coeficiente de variagdo percentual (CV%) dos
parametros de tempo de retencdo e area do pico e também através dos valores de
assimetria do pico (S), numero de pratos (N), fator de capacidade (k).

O numero de pratos (N) é definido como uma medida da eficiéncia da coluna
cromatografica e é calculado pela Equagao 10 (USP, 2008; FB 5, 2010; JP, 2011).

W /2

2
N = 5,54><( dd j Equagéo 10

Em que: tr=tempo de retengdo da substancia analisada
W = largura do pico a meia altura, medido a partir de sua base

O fator capacidade (k) € a medida da posicdo do pico de interesse relativo ao
volume morto (composto nao retido) (FDA, 1994; USP, 2008), e calcula-se pela Equagéao 11.

k'=— Equacéao 11

Em que: tr=tempo de retencao do pico de interesse
to = tempo do composto nao retido (volume morto)
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O fator de simetria (S) é calculado pela Equagao 12 (USP, 2008; FB 5, 2010; JP,
2011).

g Wo,05n
2f

Equacédo 12

Em que: W, s = largura do pico medido a 5% da sua altura

f = distancia percorrida pelo pico, medida no ponto de 5% da sua altura

5.4.6. Calculo do teor das capsulas de flucloxacilina sédica
O teor foi calculado com base nos resultados de areas obtidos em trés dias
consecutivos pelo mesmo analista e, em um mesmo dia por analistas diferentes, utilizando

as Equacbes 5 e 6 descritas na sec¢ao 5.3.5.

5.4.7. Estabilidade da solucao de flucloxacilina sodica

Para avaliar a estabilidade da solugdo de FLU sddica, foi preparada uma solugéo
estoque de FLU na concentracdo de 200 pg/mL, conforme descrito no item 5.4.3.2 e foi
armazenada em temperatura ambiente por 24 horas. Em seguida, foi preparada uma
solugdo com concentragao de 50 pg/mL, fase mével e analisada.

5.4.8. Resultados
Os cromatogramas obtidos sdo apresentados nas Figuras 5.9 (FLU-SQR) e 5.10
(FLU-capsula).
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Figura 5.9. Cromatograma de FLU-SQR (50 pug/mL). Fase movel: metanol: acido fosférico 0,025 M,
pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionéria: Zorbax® Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5 pm. Vazao: 1,0 mL/min.

Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retencao: 4,4 minutos.
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Figura 5.10. Cromatograma de FLU-capsula (50 pg/mL). Fase mével: metanol: acido fosférico 0,025
M pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax® Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5 ym. Vazao: 1,0
mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retencéo: 4,4 minutos.

5.4.8.1. Validacao

5.4.8.1.1. Especificidade e estudos de degradacao forcada

As Figuras 5.11 a 5.16 mostram os cromatogramas obtidos apds as degradacdes
forcadas, com picos correspondentes aos produtos de degradagdes (picos com tempo de
retencdo anterior a 4,4 minutos) bem resolvidos do pico principal da FLU (tempo de
retencao: 4,4 minutos). Assim, foi demonstrada a especificidade do método para a analise
de capsula de FLU sddica.
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Figura 5.11. Cromatogramas obtidos por CLAE para solugdo de FLU-SQR (50 pg/mL), em HCI 0,001
M, em temperatura ambiente por 180 minutos. Fase mével: metanol: acido fosférico 0,025 M, pH 5,5
(60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax® Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5 uym. Vazdo: 1,0 mL/min.
Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengdo: 4,4 minutos. FLU-SQR (azul). FLU-SQR
degradada (preto). DEG = produto de degradacéo.
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Figura 5.12. Cromatogramas obtidos por CLAE para solugcao de FLU-SQR (50 pg/mL), em NaOH
0,001 M, sob aquecimento de 70 °C por 30 minutos (preto) e em temperatura ambiente por 180
minutos (verde). Fase movel: metanol: acido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria:
Zorbax® Cs Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo
de retengao: 4,4 minutos. FLU-SQR (azul). DEG = produto de degradagao.
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Figura 5.13. Cromatogramas obtidos por CLAE para solucdo de FLU-SQR, preparada em agua e
mantida em banho aquecido a 70 °C por 24 h, e diluida na FM para 50 pg/mL. Fase mével: metanol:
acido fosforico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax® Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5
pm. Vazao: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengéo: 4,4 minutos. FLU-SQR
(azul). FLU-SQR degradada (preto).
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Figura 5.14. Cromatogramas obtidos por CLAE para solu¢do de FLU-SQR, preparada em FM e
mantida em banho aquecido a 70 °C por 24 h, e diluida na FM para 50 pg/mL. Fase mével: metanol:
acido fosforico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax® Cyg Agilent (250 x 4,6 mm), 5
pm. Vazo: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengdo: 4,4 minutos. FLU-SQR
(azul). FLU-SQR degradada (preto). DEG = produto de degradacéo.
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Figura 5.15. Cromatogramas obtidos por CLAE para solugdo de FLU-SQR (50 pg/mL), em H,O; 3%,
sob aquecimento a 70 °C por 30 minutos (preto) e 30 minutos em temperatura ambiente (verde). Fase
mével: metanol: 4cido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax® C;s Agilent
(250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengdo: 4,4
minutos. FLU-SQR (azul). DEG = produto de degradacgéao. PER = solugéo de perédxido de hidrogénio
3%.
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Figura 5.16. Cromatogramas obtidos por CLAE para solucdo de FLU-SQR (50 pg/mL), em luz UV
durante 3 dias. Fase modvel: metanol: acido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionéria:
Zorbax® Cys Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de
retengdo: 4,4 minutos. FLU-SQR (azul). FLU-SQR degradada (preto).

A Tabela 5.32 apresenta os valores, em percentagem, das perdas da area do pico da
FLU-SQR e os tempos de retencéo dos picos de degradacao, quando presentes.

Tabela 5.32. Perdas percentuais encontradas para solugdo de FLU-SQR na concentracao
de 50 pg/mL, obtidas pelo método CLAE indicativo de estabilidade

Degradacao
Acida Basica Térmica  Fotolitica Oxidativa
Perda (%) 18,50 52,25 (aquec) 20,48 (H.O) 1,60 65,72 (aquec)
(amb) 53,74 (amb) 88,81 (FM) 18,01 (amb)
Pico adicional 2,6 2,6 (aquec) NO (H0) NO 3,5 e 5,0 (aquec)
(minutos) (amb) 2,6 (amb) NO (FM) 3,5 (amb)

NO = nado observado; aquec = solu¢cdo em aquecimento; amb = solugdo em temperatura ambiente;
H-O = solugdo preparada em agua; FM = solugao preparada em fase movel.

A hidrélise térmica para solugdo preparada em fase moével foi a condigdo mais
agressiva para solugao de FLU, com perda de 88,81% da area do pico, porém nao foi
verificado pico de produto de degradacao (Figuras 5.14). As condicbes em meio alcalino e
oxidativa também demonstraram ser agentes muito agressivos a solugcdo de FLU
principalmente quando foram associadas ao aquecimento. A condicdo menos agressiva foi a
fotolitica, com perda de 1,50% quando a solugao foi mantida por 60 minutos em exposicao a

luz UV mas também nao foi observado pico de produto de degradacao.
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Nao houve interferéncia do excipiente da formulagéo, indicando que o pico de FLU
estava livre de picos coeluentes, confirmando que o método é especifico para analise de FLU.

5.4.8.1.2. Linearidade
Os resultados dos valores das areas obtidas para a curva analitica de FLU-SQR

estdo apresentados na Tabela 5.33.

Tabela 5.33. Valores das areas referentes ao pico de FLU-SQR para obtencao da curva
analitica do método cromatografico, utilizando como fase mével metanol:acido fosforico
0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v) a 225 nm
Conc. (pg/mL) Areas* Area média CV (%)**
880189,00
20,0 901585,67 891714,11 1,21
893368,67

1297685,33
1334823,67
1311458,67

30,0 1314655,89 1,43

1772947,00

40,0 1779730.00 1758463,00 1,77
1722713,00
2209285,00

50,0 2043110,00 2210768,00 1,43
2179910,00
2646754,00

60,0 2669377,00 2622006,00 2,42

2549888,00

3229574,00
3141349,00
2988976,00

70,0 3119966,00 3,90

3454320,00

80,0 3495866,00 2,29
3588320,00
3444957,00

*cada valor é a média de trés determinagdes realizadas em um mesmo dia, durante trés dias; **CV

(%) = coeficiente de variagdo percentual.
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A curva analitica de FLU-SQR (Figura 5.17) foi construida com as médias dos
valores das areas de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade. A
equacao da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, é: y = 43881x + 7881,
com coeficiente de correlagdo (r) igual a 0,99949.

40
a5 | y=43881x+ 7881
0l 15099949
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0 - . . . .

0 20 40 60 80 100
Concentragao pg/mL

Area (x 100000)

Figura 5.17. Curva analitica da FLU-SQR obtida pelo método cromatrogréafico, utilizando como
solvente a fase movel. Fase movel: metanol:acido fosférico 0,025 M pH 5,5 (60:40 v/v). Fase
estacionaria: Zorbax Cs° Agilente (250 x 4,6 mm), 5 um. Vaz&o: 1,0 mL/min. Comprimento de onda:

225 nm. Tempo de retengéo: 4,4 minutos.

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de FLU-SQR ¢é apresentada na
Tabela 5.34.

Tabela 5.34. Analise de variancia dos valores das areas determinadas para a obtencao da
curva analitica de FLU-SQR utilizando o método de CLAE indicativo de estabilidade

Fontes de variacao GL Soma dos quadrados Variancia Fcalc F tab

Entre 6 1,618 x 10" 2,70x 10 681,20* 2,85
Regressao linear 1 1,617 x 10" 1,62 x 10" 4084,49* 4,6
Desvio da linearidade 5 1,06 x 10" 2,12 x 10° 0,54 2,96
Residuo 14 5,54 x 10" 3,96 x 10°

Total 20

*Significativo para p < 0,05%; GL = graus de liberdade

Os resultados significativo para regressdao e nao significativo para o desvio da
linearidade, valida o método de CLAE para FLU sédica quanto ao parametro de linearidade.
Além disso, o coeficiente de correlacao foi muito satisfatério indicando excelente correlacéo

linear entre os dados analisados.
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5.4.8.1.3. Precisao

A repetibilidade forneceu CV% de 1,36%.

Para a precisao interdias obteve-se valor de CV% de 1,10% e para a precisédo entre
analistas, o CV% foi de 1,23%.

5.4.8.1.4. Exatidao

A exatiddo do método foi comprovada através da andlise de solugdes em trés
concentracdes pré-estabelecidas. Os valores encontrados no teste de recuperacao de FLU
sédica utilizando CLAE estao na Tabela 5.35.

Tabela 5.35. Teste de recuperagao do método CLAE indicativo de estabilidade

FLU-SQR FLU-SQR Recuperacao Recuperacao Ccv
adicionado encontrada (%) média (%) (%)**
(ng/mL) (ng/mL)*
R, 10,0 10,04 100,40
R, 20,0 19,99 99,94 100,06 1,21
R; 30,0 29,95 99,83

*cada valor é a média de trés determinacgdes; **CV (%) = coeficiente de variagdo percentual.

5.4.8.1.5. Robustez

Foi determinada pelos testes de Youden e Steiner (Tabela 5.29). Foram realizados
dois testes independentes e aplicaram-se as Equacoes 8 e 9 para avaliacao da significancia
dos efeitos. Nenhum efeito apresentou resultado significativo. Os resultados obtidos nos
testes de Youden e Steiner 1 e 2 sdo apresentados na Tabela 5.36. Os valores de referéncia
obtidos na Equacéao 9 foram 2,56 e 1,97 para os Testes 1 e 2, respectivamente, de modo

que qualquer valor acima destes, foram considerados significativos.
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Tabela 5.36. Resultados de cada variacao obtidos nos Testes de Youden e Steiner 1 e 2

Teste de Youden e Steiner 1 Teste de Youden e Steiner 2
Efeito Teor (%)*,** Efeito Teor (%) ,**

Marca da coluna 97,73 -98,44 = -0,71 Marca da coluna 92,04 — 91,54 = 0,50

pH da FM 97,80 — 98,37 = -0,57 pH da FM 90,86 — 92,72 = -1,86
Vazao (mL/min) 98,61 — 97,55 = 1,06 Vazao (mL/min) 92,27 — 91,31 = 0,96
Metanol (%) 97,11 — 99,06 = -1,95 Metanol (%) 91,78 — 93,30 = -1,52
Comprimento de 98,24 — 97,92 = 0,32 Comprimento de 92,42 -91,16 = 1,26
onda (nm) onda (nm)

Marca metanol 98,22 — 97,95 = 0,27 Marca metanol 91,77 - 91,82 = -0, 05
Marca 98,82 — 97,35 =1,47 Marca 92,18 -91,40 = 0,78
acido fosfoérico acido fosforico

*Média de teores obtidos nas condigcdes normais - média de teores obtidos nas condigdes alteradas

**Critérios de referéncia calculados: 2,56 (Teste 1) e 1,97 (Teste 2).

5.4.8.1.6. Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)
Os valores estimados para LD e LQ pelo método cromatografico foram 1,44 pg/mL e
4,37 pg/mL, respectivamente.

5.4.8.2. Adequabilidade do sistema cromatografico

Foi verificada pela andlise quantitativa, através do calculo dos coeficientes de
variagao percentual (CV%) do tempo de retencédo e area do pico principal de cinco injegdes
da mesma solugdo de FLU-SQR e através dos valores de assimetria do pico, nimero de
pratos e fator capacidade. Os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 5.37.
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Tabela 5.37. Pardmetros avaliados na analise de adequabilidade do sistema cromatografico

desenvolvido para anélise de flucloxacilina sédica

Parametros avaliados

Assimetria Fator de Pratos Tempo de retencao Area
capacidade (min)

1,40 2,000 4138,99 4,10 1833029

1,36 2,005 4159,21 4,11 1823332

1,33 2,007 4158,22 4,11 1835809

1,33 1,999 4098,71 4,08 1885659

1,33 2,001 4138,99 4,10 1791848

Média 1,35 2,001 4139,02 4,10 1833935
CV (%)* 2,10 0,24 0,60 0,30 1,84

*CV (%) = coeficiente de variacao percentual.

5.4.8.3. Estabilidade da solucao de flucloxacilina sédica

A solucéao de FLU sdbdica foi estavel por, pelo menos, 24 horas quando armazenada

em temperatura ambiente.

5.4.8.4. Calculo do teor de flucloxacilina sodica nas capsulas

O teor obtido para as capsulas de flucloxacilina sédica através do método

cromatografico esta apresentado na Tabela 5.38.

Tabela 5.38. Determinacao do teor interdias e entre analistas das capsulas de flucloxacilina

sodica pelo método CLAE indicativo de estabilidade

Interdias Entre analistas
Amostra Dia Teor Teor CV  Analista Teor Teor Ccv
(mg)* (%)* (%)™ (mg)* (%)* (%)™
1 464,1 92,81 A 464,1 92,82
1 2 473,6 94,72 1,11 B 464,95 92,99 0,13
3 472,7 94,53

*cada valor € a média de sete determinagées; **CV (%) = coeficiente de variagdo percentual.
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5.4.9. Discussao

5.4.9.1. Otimizacao do método

A CLAE é util para estudos farmacéuticos e para amostras biolégicas de antibiéticos
e analogos semissintéticos por apresentar facilidade em efetuar a separacgéo, identificacéo e
quantificacdo das espécies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas
instrumentais de analise (JOSHI, 2002).

Durante o desenvolvimento do método analitico proposto neste trabalho, diversas
fases moveis, colunas e solventes foram testados a fim de se obter as melhores condi¢cdes
para a validacdo e aplicacdo do método cromatografico indicativo de estabilidade para
andlise quantitativa de FLU sddica em capsulas. Os resultados obtidos com as diversas
fases méveis testadas estao apresentados na Tabela 5.39.

Tabela 5.39. Resultados obtidos durante o desenvolvimento do método por CLAE indicativo
de estabilidade para analise quantitativa de flucloxacilina sédica em capsulas

Fase movel analisada Resultados
metanol: agua (30:70 e 95:5, v/v) corridas realizadas por 30 min e
agua: acetonitrila (75:25 e 80:20, v/v) nenhum pico foi detectado
metanol: agua (60:40, v/v) pico em 2,15 min e picos menores

com tempo de retengéo anteriores
solucao tampéo fosfato de potassio pH 5,4: metanol pico em 30 min (considerado como
(70:30, v/v) nao satisfatério)
solucao tampao fosfato pH 6,1: metanol (50:50, v/v) pico em 16,7 min (tempo de andlise

foi considerado longo)
metanol: &cido acético 4% (60:40, v/v) pico largo em 11,6 min
metanol: &cido acético 4% (80:20, v/v) pico largo em 5,0 min
metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 4,1 (65:35, v/v)  pico largo em 4,35 min
metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 5,2 (60:40, v/v)  pico largo em 4,38 min
metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 7,0 (65:35, v/v)

(

metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 7,0 (60:40, v/v)  pico largo em 4,31 min

pico largo em 4,38 min

*metanol: &cido fosférico 0,025 M pH 5,5 (60/40, v/v) pico satisfatorio em 4,4 min

*fase mével utilizada para desenvolvimento e validagdo do método cromatografico.

Inicialmente os resultados nao foram satisfatérios em vista de o pico da FLU ter
apresentado-se muito préximo ao volume morto, apresentado tempo de retencao

considerado longo ou, por ndo ter sido simétrico. Foi possivel verificar que quanto maior a
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proporcao de solvente polar, menor foi o tempo de corrida, concordando com a literatura
(COLLINS, et al., 2006; LANCAS, 2009). Enfim, foram obtidos resultados satisfatorios
depois de diversas tentativas, ao utilizar a fase mével composta por metanol: &cido fosforico
0,025 M pH 5,5 (60/40, v/v).

Em seguida, foram testados como solventes para o preparo das solugdes agua e
fase movel. Ao utilizar agua, o pico obtido foi assimétrico e ao utilizar fase moével, foi
simétrico, por isso, foi escolhida como solvente para o preparo das solugées.

Com as condicdes ja estabelecidas, a coluna também foi testada. Ao utilizar a coluna
Waters®, o pico apresentou-se largo e, ao utilizar a coluna Agilent®, o pico foi simétrico,

portanto, esta coluna foi escolhida.

5.4.9.2. Validacao do método

O método cromatografico por fase reversa foi validado de acordo com a literatura
(FDA, 1994; BRASIL, 2003a; ICH, 2005; INMETRO, 2011; BONFILIO et al., 2012a).

O teste de adequabilidade do sistema (system suitability) visa demonstrar que o
sistema € adequado para as analises pretendidas (FDA, 1994). Em geral, considera-se que
0 numero de pratos deve ser > 2000 (FDA, 1994), e o valor encontrado pelo método
proposto foi 4139,02 com CV% de 0,60. O fator de assimetria do pico cromatografico deve
ser < 2,0 (FDA, 1994) e valores iguais a 1, indicam que o pico € perfeitamente simétrico (FB
5, 2010) e 0 método proposto encontrou 1,35, com CV% de 2,17. E considerado satisfatério
o valor do fator capacidade > 2,0 (FDA, 1994) e o valor encontrado pelo método proposto foi
2,01, com CV% de 0,23%. Diante dos resultados obtidos, todos os requisitos para o teste de
adequabilidade do sistema foram satisfatérios, demonstrando que o sistema é adequado
para as analises propostas.

A separacao foi alcancada com tempo de retencao médio de, aproximadamente, 4,4
minutos (Figura 5.9). Todas as condi¢cdes avaliadas nos testes de degradacdes forcadas
resultaram na diminui¢cdo da area do pico da FLU e quando houve formagao de produtos de
degradacgéo, estes apresentaram-se bem resolvidos do pico da FLU. O desenvolvimento de
picos adicionais, relativos aos produtos de degradagcdo, sob condicdes de estresse
avaliadas bem como a analise de amostra preparada com excipiente, confirmaram a
especificidade do método, uma vez que os picos da FLU e dos produtos de degradagéo
apresentaram-se bem resolvidos e o0 excipiente ndo apresentou pico nas condi¢coes
analisadas.

As condicdes de degradacao térmica para solugdo de FLU-SQR preparada em fase
mével e oxidativa associada ao aquecimento (70 °C), provocaram as maiores diminuicdes

da area do pico da FLU (88,81% e 65,72%, respectivamente). Para hidrélise térmica nao foi
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observado pico de produto de degradacédo porém, para hidrélise oxidativa houveram dois
pico de produto de degradacao com tempos de retengdo de aproximadamente 3,5 e 5,0
minutos.

Para hidrolise térmica da solugdo de FLU-SQR preparada em agua e apds o
aquecimento, diluida em fase mével, houve perda de 20,48% da area do pico e nao foi
observado pico de produto de degradacgao.

Sob a condigao fotolitica, em 60 minutos, houve perda de 1,50% e nao foi observado
pico de produto de degradacéo.

No teste da hidrélise acida, ao utilizar solugéo de HCI 0,001 M a perda foi de 18,50%
da area do pico e houve pico de produto de degradacdo com tempo de retencéo
aproximadamente de 2,6 miutos.

O método analitico proposto apresentou regressao linear significativa no intervalo de
concentracao de 20,0 a 80,0 ug/mL com coeficiente de correlagao (r) de 0,9997.

A exatidao foi comprovada pela recuperagdo média de FLU-SQR de 100,06%, pois
valores entre 98 a 102% atendem os requisitos legais deste ensaio (ICH, 2005).

Os dados obtidos para a repetibilidade e precisao intermediaria apresentaram CV%
inferior a 2%, comprovando a precisdo do método proposto, uma vez que a literatura
preconiza CV% menor ou igual a 2,0% (FDA, 1994).

Os limites de quantificagdo e de detecgado calculados foram 4,37 e 1,44 ug/mL,
respectivamente, demonstrando que o método proposto é capaz de detectar e quantificar
com confiabilidade a FLU sédica em produtos comerciais.

O teor de FLU sodica encontrado nas capsulas foi, em média, 94,02%, estando
dentro do permitido, que é de 92,5 a 110% (BP, 2010c).

O método proposto mostrou-se robusto quando avaliado pelos testes de Youden e
Steiner, demonstrando ndo haver efeito considerado significativo nas condigdes estudadas.

Como relatado anteriormente, uma fase moével diferente da que foi utilizada neste
trabalho, esta preconizada pelas Farmacopeias Portuguesa (FP, 2005), Britanica (BP,
2010a; BP, 2010c) e Europeia (EP, 2011). Entretanto, um dos objetivos deste estudo foi o
desenvolvimento de um método cromatografico indicativo de estabilidade que utiliza uma
fase mdvel menos agressiva ao equipamento e a coluna e menos dispendiosa, além de
menor geracao de residuos.

O método cromatografico proposto mostrou-se adequado, apresentando
simplicidade, especificidade e seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez,
limites de deteccdo e de quantificacdo adequados, além de adequabilidade do sistema,

portanto, pode ser empregado para analise de FLU sédica em cépsulas.
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5.5. ELETROFORESE CAPILAR

5.5.1. Introducao

A eletroforese capilar tem se mostrado como uma poderosa técnica analitica para
andlise farmacéutica, com aplicagdo na separacao de compostos de diferentes tamanhos e
caracteristicas quimicas e estruturais. Apesar de ser menos sensivel que a CLAE, possuli
vantagens como, alta eficiéncia, precisdo e resolugdo; € utilizada para determinagao de
substancia ativa, impurezas relacionadas ao medicamento e separacado quiral; pode ser
utilizada quando a quantidade de amostra disponivel é pequena; pode ser realizada em
condi¢des aquosas; o volume de injecao é de nanolitros, tendo como conseqiiéncia o uso de
pouca quantidade de solvente e geragao de pouco residuo, causando menor dano ambiental
e tem custo reduzido de operacdo, uma vez que nao utiliza colunas e fase mével
(HOLLAND et al., 1997; HARDLEY et al., 2000; GARCIA et al., 2005; MALESUIK et al.,
2010; SUNTORNSUK, 2010; SANGOI et al., 2010; TODESCHINI et al., 2011).

A EC é eficiente e versatil (SUNTORNSUK, 2010), podendo ser uma ferramenta
analitica alternativa com diversos mecanismos de separagao diferente da CLAE, o que
permite a analise de praticamente todas as classes de compostos (ASSUNGCAO et al., 2008;
TODESCHINI et al., 2011).

A eletroforese capilar (EC) é um método fisico de andlise, baseado na migracao de
analitos, através de um capilar, carregados eletricamente e dissolvidos ou suspensos em
uma solucao de eletrélito, sob a influéncia de um campo elétrico (BP, 2010d; FB 5, 2010;
EP, 2011). Os compostos sdo separados de acordo com a diferenca entre as mobilidades
ibnicas, que se relacionam com a razao carga/massa e com fatores estruturais (JAGER,
TAVARES, 2001).

O processo de separacdao ocorre pela aplicacdo da tensdao e a velocidade de
migracdo do analito € determinada pela sua mobilidade eletroforética e pela mobilidade
eletrosmética da solugédo tampéao dentro do capilar. A mobilidade eletroforética do analito
depende da sua carga elétrica, peso molecular e forma, e pode ser calculada pela Equagao
13 (USP, 2008; BP, 2010d; FB 5, 2010; EP, 2011).

UE =(q/167)Inr) Equagéo 13

Em que: uE = mobilidade eletroforética
g = carga
n = viscosidade da solucao

r = raio do ion
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Os cations migram para o pélo negativo (catodo), os anions migram para o polo
positivo (d&nodo) e as particulas sem carga, ndo sao atraidas para nenhum pdélo, (USP,
2008). Portanto, cations e anions podem ser separados na mesma corrida eletroforérica (FB
5, 2010). Quanto maior a carga e menor o tamanho do ion, maior serd a sua mobilidade
eletroforética e portanto, menor sera o tempo de migragédo (BONATO et al., 2005).

O fluxo eletrosmético (EOF “electroosmotic flow’) é responséavel pelo transporte das
espécies ibnicas ao longo do capilar, ou seja, tem origem no anodo, segue em dire¢cdo ao
catodo até chegar no detector (BONATO et al., 2005). O EOF ocorre quando um campo
elétrico (tensao) é aplicado através do capilar, pela solugao tampéao. A velocidade do EOF
depende da mobilidade eletrosmoética que esta relacionada a carga da parede interna do
capilar e das caracteristicas do tampao utilizado (tipo e forca i6nica do eletrélito, pH e
viscosidade) (BP, 2010d; FB 5, 2010; EP, 2011).

O EOF acontece pela ionizacdo dos grupos silanodis acidos (SiOH) presentes na
parede interna do capilar de silica. Estes grupos tém carater acido e, quando em contato
com a solucéo tampao, em altos valores de pH (acima de 2), sofrem dissociacao resultando
em cargas negativas (grupos silanoatos) na superficie, enquanto os ions H* liberados
difundem-se para o seio da solugado que preenche o capilar. Estes silanoatos atraem ions
carregados positivamente da solugado tampéao, formando uma camada interna fixa de cations
proxima a parede do capilar. Estes cétions ndao conseguem neutralizar todas as cargas
negativas, e entdo, outra camada de cations € formada (camada mével) e é puxada no
sentido do catodo quando uma tensao é aplicada (COLAMBRA et al., 1997; HOLLAND et
al., 1997; SANTORO et al., 2000; VALKO, 2000).

De maneira simplificada, quando o potencial é aplicado os cations migram em
diregdo ao catodo carregando sua esfera ibnica de hidratagao, induzindo o aparecimento de
um fluxo de liquido no capilar (COLAMBRA et al., 1997). As moléculas de agua que
solvatam o analito também contribuem para o deslocamento da amostra pelo capilar.

Portanto, o EOF é dependente da carga do capilar (c), da viscosidade (77) e da constante

dielétrica do tampao (€) e pode ser calculado pela Equacao 14.

MHEOF =¢&cln Equacéo 14

Assim sendo, o EOF depende do pH do eletrélito, pois a carga do capilar é guiada
pela ionizagdo dos grupos silanéis, que é pH dependente (SANTORO et al., 2000).

Como pode ser observado, o movimento do analito € a soma do EOF com a
migracao individual das espécies. Normalmente, &nions migram para direcao oposta ao EOF

e sua velocidade é menor que a velocidade eletrosmotica, portanto, eluem mais lentamente.
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Cétions migram na mesma direcdo do EOF e sua velocidade é maior que a do EOF,
portanto, eluem mais rapidamente e, os analitos neutros migram na mesma velocidade do
EOF (BONATO et al., 2005; USP, 2008).

O potencial zeta (Z) é o parametro mais importante para compreensao do EOF e o
mecanismo pelo qual a superficie do capilar responde as mudancas na composicdo do
eletrolito (TAVARES; McGUFFIN, 1995). Isso pode ser exemplificado no trabalho
apresentado por Tavares (1996), o qual descreve que o0 potencial zeta e,
consequentemente, a velocidade eletrosmética sdo muito altos em pH basico mas diminuem
rapidamente em pH entre 8 e 4 e, sdo praticamente estaveis em pH &cido.

Para controlar o EOF diversas estratégias podem ser utilizadas, por exemplo,
alteracao de pH, concentracao e forga idnica da solugao tampao, tipo e concentracédo de um
eletrélito inerte ou adicdo de composto organico, alteracdo na viscosidade do solvente,
contante dielétrica e tempertatura, além de modificagbes na superficie interna do capilar
(uso de vidro, por exemplo) (TAVARES, 1996). A fim de que aconteca a inversao do EOF, é
comum adicionar surfactantes catidnicos, principalmente os derivados de sais quaternarios
de amoénio de cadeia longa, ao eletrdlito. A inversdo ocorre baseada na formac¢do de uma
camada de semi-micelas na superficie interna do capilar (COLAMBRA et al., 1997).

O perfil radial constante da velocidade do EOF, apenas um pouco mais lento proximo
a parede do capilar, resulta em menor resisténcia a transferéncia de massa e desta maneira,
todas as moléculas tém a mesma velocidade, causando menor dispersao da amostra e nao
contribuindo para o alargamento das bandas, apresentando como conseqiiéncia, maior
eficiéncia na separacao (picos mais estreitos) quando comparado ao perfil parabdlico da
velocidade da CLAE, caracteristico do fluxo induzido por pressdao (TAVARES, 1997;
BONATO et al., 2005). Outro fator importante € que o EOF é responsavel pela conducao
dos solutos, independentemente de sua carga, em direcdo ao detector, o que permite a
andlise de amostras que contenham cétions, anions ou neutras (TAVARES, 1997).

Existem diversos tipos de técnica de eletroforese capilar, entre elas, eletroforese
capilar de zona (CZE, capillary zone electrophoresis) ou solugao livre (FSCE, free solution
capillary electrophoresis) e eletroforese capilar micelar (MEKC, micellar electrokinetic
chromatography), sendo ambas muito utilizadas para analise farmacéutica ao lado da CLAE
ou muitas vezes sao utilizadas como técnicas complementares (HADLEY et al., 2000;
SUNTORNSUK, 2010).

Quando a CZE é utilizada, a separacdo do analito ocorre no capilar contendo apenas
solugdo tampao que tem a funcdo de aumentar as diferengas entre as mobilidades efetivas
dos solutos e diminuir as causas de alargamento das zonas. A separagao acontece por que
0s componentes da amostra migram como bandas discretas com velocidades diferentes que
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depende da mobilidade eletroforética do soluto e do EOF dentro do capilar (TAVARES,
1997; BP, 2010d; EP, 2011). Esta técnica é muito util para industria farmacéutica,
especialmente para compostos intermedidrios € compostos com grupos amino e/ou
carboxilico ionizaveis (HADLEY et al., 2000).

Quando a MEKC é empregada, agentes tensoativos idnicos formadores de micelas
sao adicionados ao eletrdlito proporcionando um sistema cromatogréafico de duas fases. O
eletrélito constitui a fase primaria, que € transportada eletrosmoticamente sob agdo do
campo elétrico, e as micelas representam a fase secundaria ou pseudo fase estacionaria, e
€ transportada por uma combinacdao de eletroforese e eletrosmose. Dessa maneira, a
separacao acontece na solugcdo tampao contendo um surfactante na concentracao acima da
concentracao micelar critica (CMC) (micelas sao formadas rapidamente quando o surfactante
excede a CMC). As moléculas do soluto séo distribuidas entre o tampao aquoso e a pseudo
fase estacionaria composta de micelas, de acordo com o coeficiente de particado do soluto,
com a qual as moléculas neutras podem interagir (TAVARES, 1997; BP, 2010d; EP, 2011).

Em MEKC, as diferencas de mobilidade eletroforética podem ser utilizadas para
separar compostos iénicos, ao mesmo tempo que, diferencas de distribuicdo entre a fase
micelar e o eletrdlito podem ser usadas para separar analitos neutros. Além disso, possui
maior eficiéncia que as técnicas cromatograficas similares (pareamento ibnico, por exemplo)
devido as caracteristicas do EOF (perfil radial) e a uniformidade das micelas, em relagao ao
tamanho, minimiza os problemas relacionados a resisténcia de transferéncia de massa
(TAVARES, 1997).

Entretanto,a MEKC apresenta limitacdes. As micelas sado instaveis em solucdes
aquosas com altos teores de solventes orgéanicos e, de maneira geral, impossibilita o uso da
MEKC para analitos com forte carater apolar, uma vez que estes analitos sao
completamente retidos pela micela, portanto, ndo sdo separados quando atingem o detector.
Outro problema é que a velocidade e o volume efetivo das micelas dependem muito das
condigdes experimentais, ou seja, para reprodutibilidade do tempo de migragéo € necessario
cuidado com as condi¢des experimentais. Ainda € importante lembrar que a MEKC possui
baixa capacidade de picos, limitando seu uso a misturas mais simples. Este fato tem relagéo
com as micelas estarem em movimento e, como consequéncia, todos os analitos, mesmo os
completamente retidos pela micela, sao eluidos (TAVARES, 1997).

Embora a MEKC tenha sido desenvolvida para separar compostos neutros, esta
técnica também pode auxiliar na separagdo de compostos ibnicos e, por este motivo, tem
sido muito utilizada para analise deste tipo de composto. A MEKC mantém a eficiéncia,
velocidade e estabilidade instrumental da EC. O surfactante mais empregado é o
dodecilsulfato de sodio (SDS), pois forma micela cuja migragéo eletroforética se opbe ao
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EOF, mas possui mobilidade menor e, por isso, produzem melhores desempenhos
(TAVARES, 1997; BP, 2010d; EP, 2011).

A literatura descreve varios trabalhos utilizando EC para andlise quali e quantitativa
de penicilinas em fluidos bioldgicos e em preparagdes farmacéuticas (YONGXIN et al., 1997;
LI et al., 1998; PAJCHEL, TYSKY, 1999; PAJCHEL et al., 2002; NOZAL et al., 2004;
MICHALSKA et al., 2004; PAJCHEL et al., 2004; PAJCHEL et al., 2005; PUIG et al., 2006;
PEREZ et al, 2007; CASTRO-PUYAMA et al., 2010), porém, ndo foi encontrado
metodologia de EC descrita na literatura para analise de FLU s6dica em capsulas.

O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar método por eletroforese capilar
micelar através do estudo dos parametros como preparo da amostra, eletrélito e padrao
interno a serem utilizados para quantificagdo de FLU sodica em capsulas e separacao de
seus diferentes produtos de degradacao.

5.5.2. Ensaios preliminares
Diferentes eletrdlitos, valores de pH, temperaturas, tensdes, volumes de injecao e
solventes da amostra foram testados para encontrar as condi¢des favoraveis a quantificagao

do farmaco e a adequada separagao de seus produtos de degradagéo.

5.5.3. Material

Foram utilizados FLU-SQR e FLU-capsulas, descritos nas secbes 4.1.2. e 4.1.3,
respectivamente.

Os reagentes de grau analitico utilizados para preparo do eletrélito foram: acido
bérico (Spectrum®, Gardena, USA), fosfato de sédio dibasico (Vetec®, Rocha, Brasil),
dodecilsulfato de sédio (SDS) (Synth®, Diadema, Brasil) e 4gua ultrapura (obtido por sistema
de purificacdo Milli-Q® (Malsheim, Franga). Para o preparo das solucdes testadas como
padrdo interno foram utilizados nimesulida (Farmacopeia Brasileira), metanol grau CLAE
(Tedia®, Ohio, USA) e &cido salicilico (Synth®, Diadema, Brasil). Estearato de magnésio
(Audaz Farmacopeia Fina®, Sao Paulo, Brasil), grau farmacéutico foi utilizado para preparo
do placebo. Hidroxido de sédio (Synth®, Diadema, Brasil) foi utilizado para o
condicionamento do capilar.

As solugdes tampéao borato de sédio e fosfato de sodio, FLU-SQR, FLU-capsula e
hidréxido de sddio foram filtradas através de membrana de nylon 0,45 um de didmetro de
poro (Vertical®, Bangkok, Tailandia). Para verificar o pH do eletrélito foi utilizado o
potencidmetro modelo DM-20, Digimed® (Santo Amaro, Brasil).

O equipamento de eletroforese capilar utilizado foi o modelo Agilent® *°CE (Agilent®
Technologies, Waldbronn, Alemanha), acoplado com detector de arranjo de diodos (PDA),
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injetor automatico, com controle de temperatura e tenséo de 30 kV, instalado no Laboratério
de Controle de Qualidade de Farmacos e Medicamentos da Faculdade de Farmécia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O software ChemStation foi utilizado para
controle do equipamento e aquisicao de dados. O capilar de silica fundida, utilizado para as
andlises, apresenta 50 um de diametro interno e 485 cm de comprimento total
(comprimento efetivo de 40 cm) (Agilent® Technologies, Waldbronn, Alemanha).

5.5.3.1. Preparo dos eletrélitos

Foram preparadas solucdes de tampéao borato de sddio nas concentracées de 10 a
50 mM, pH de 8,0 a 10,0; solucado tampao fosfato de sddio nas concentracées de 25 e 50
mM, pH de 8,0 a 10,0; solucdo de SDS nas concentracoes de 40 a 100 mM. Os eletrélitos
foram compostos por diferentes proporcdes das solugdes tampao.

5.5.3.2. Preparo da solucao de FLU-SQR

Foram pesados 6,7 mg de FLU-SQR e transferidos para baldo volumétrico de 20 mL
e o volume foi completado com agua, obtendo-se solugdo com concentracdo de 300 pg/mL.
Aliguotas desta solugao foram transferidas para tubos de eppendorf que foram adicionados
de 75 uL de solugao de padrao interno nimesulida e o volume foi completado com eletrélito
para obter solu¢gdes com as concentragdes finais desejadas.

5.5.3.3. Preparo da solucao de flucloxacilina sédica na forma farmacéutica

A partir do pool obtido das capsulas, foram pesados analiticamente o equivalente a
6,0 mg de flucloxacilina sédica e transferidos para baldo volumétrico de 20 mL e o volume
foi completado com agua, obtendo-se solugdo com concentragdo de 300 pg/mL. Aliquota de
250 pL desta solucéo foi transferida para tubos de eppendorf que foram adicionados de 75
UL de solugcdo de padrdo interno nimesulida e o volume foi completado com eletrdlito,
obtendo-se solugdes com concentragao final de 50 ug/mL de FLU e de PI.

5.5.3.4. Preparo da solucao de padrao interno nimesulida

A solucao do padrao interno (Pl) foi preparada pesando 100 mg de nimesulida e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com metanol,
obtendo-se uma solugdo com concentracdo de 1000 pg/mL. Aliquotas de 75 pL foram
transferidas para os tubos de eppendorf contendo as solu¢des de FLU-SQR e FLU-capsula.
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5.5.4. Método

Diferentes eletrdlitos, valores de pH, temperaturas, tensdes, volumes de injecéo e

solventes da amostra foram testados para encontrar condi¢coes favoraveis a quantificagado do

farmaco e adequada separacao de seus produtos de degradacgéo (Tabela 5.40).

Tabela 5.40. Parametros testados durante o desenvolvimento do método de eletroforese

capilar indicativo de estabilidade para determinacao de flucloxacilina sédica em cdpsulas

Parametro Descricao
Eletrélito solucao tampao borato de sédio adicionado de SDS
solucao tampao fosfato de sodio adicionado de SDS
solugdo tampao fosfato de sodio e borado de soédio juntos e
adicionados de SDS
Tenséao 15;17,5; 20 e 22,5 kV

Temperatura do capilar

pH e concentragédo do

eletrélito

Solvente das solucdes

Tempo de injegéo

Padrao interno

25; 27,5; 30; 32,5; 35 °C

solucao tampao fosfato de sédio 25 a 50 mM, pH 8,0 a 10,0
solugdo tampao borato de sodio 10 a 50 mM, pH 8,0 a 10,0
solucdo de SDS 40 — 100 mM

agua

eletrélito

4-8 segundos

solucdo de nimesulida com concentragdo de 1000 pg/mL
solucdo de acido salicilico com concentracdo de 200 pg/mL

As condigbes eletroforéticas estabelecidas para a determinacdo de FLU sddica em

capsulas estao apresentadas na Tabela 5.41.
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Tabela 5.41. Parametros estabelecidos para a determinacdo de flucloxacilina sédica em

capsulas, pelo método de EC indicativo de estabilidade

Parametro Descricao

Eletrdlito solugdo tampéao borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM, pH
8,5

Tenséo 20 kV

Temperatura do capilar 27,5 °C

Solvente das solug¢des eletrélito (solugao tampao borato de sédio 50 mM e SDS 80
mM, pH 8,5)

Tempo de injecao 4 segundos

Padrao interno solugdo de nimesulida com concentragdo de 1000 pg/mL

Injegao hidrodinamica 50 mBar

Comprimento de onda 210 nm

Diametro interno do capilar 50 ym

O condicionamento inicial do capilar foi realizado com lavagem de solucao de
hidréxido de sodio 1,0 M durante 1 hora e agua por 15 minutos. O condicionamento diario
do capilar consistiu em lavagens de solucédo de hidréxido de sédio 0,1 M, agua e eletrdlito
por 15 minutos com cada solugao. Para as demais corridas, o capilar foi submetido ao pré-
condicionamento por meio de lavagens de solugcao de hidroxido de sodio 0,1 M, agua e
eletrélito por 2, 1 e 3 minutos, respectivamente. Apds a migracdo de cada amostra, o capilar
foi submetido ao pos-condicionamento por meio de lavagens com agua durante 3 minutos.

A identificagdo da FLU presente nas capsulas utilizando a técnica de EC foi realizada
através da comparagao entre o tempo de migracdo e o perfil eletroforético observados na
solugéo de FLU-SQR e FLU-capsulas.

5.5.5. Validacao do método analitico por EC

A validacao do método foi conduzida de acordo com o procedimento preconizado
pela literatura (FDA, 1994; BRASIL, 2003a; ICH, 2005; INMETRO, 2011; USP, 2008). Os
parametros avaliados foram: especificidade, linearidade, precisédo (repetibilidade e precisao
intermediaria), exatidao, limite de detec¢ao, limite de quantificacédo e robustez.
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5.5.5.1. Especificidade e estudos de degradacao forcada

A especificidade é a habilidade de um método analitico medir a resposta do analito
na presenca de suas potenciais impurezas (ICH, 2005). A capacidade indicadora de
estabilidade do método foi determinada submetendo a solugdo de FLU-SQR (100 pg/mL) ao
estudo de degradacgéao forgada por condigdes acida, bésica, neutra, oxidativa e fotolitica para
avaliar a interferéncia na quantificacdo de FLU (ICH, 2003). Apds os procedimentos de
degradacgéo as amostras foram diluidas em eletrdlito para concentragéo final de 50 pg/mL e
foram adicionadas de solucao de PI.

3 Degradacao acida e basica: a solugcao de FLU-SQR foi preparada em HCI 0,001 Me
NaOH 0,001 M para a hidrélise acida e basica, respectivamente. Ambas as solu¢des foram

mantidas em temperatura ambiente durante 1,5 horas, neutralizadas, diluidas e analisadas.

<> Degradacao térmica: a solugdo de FLU-SQR preparada em agua foi aquecida a 60
°C durante 6 horas, diluida e analisada.

<> Degradacéao oxidativa: foi realizada dissolvendo a amostra em solugao de peréxido
de hidrogénio 1%, mantida em temperatura ambiente por 30 minutos e protegida da luz. Em

seguida foi diluida em eletrélito e analisada.

<> Degradacao fotolitica: foi induzida expondo a solucao de FLU-SQR em concentragcéao
de 100 pg/mL (em agua) & luz ultravioleta (200 W h m®) por 1 hora. Em seguida foi diluida

em eletrélito e analisada.

Assim, a capacidade indicadora de estabilidade do método foi estabelecida através
da resolucao obtida entre o pico principal da FLU e seus produtos de degradag¢do. Também
foi avaliada a pureza do pico da FLU nas solugbes degradadas utilizando o detector PDA.

Além disso, uma solucéo do excipiente da formulagéao farmacéutica foi analisada pelo

método para verificar se 0 mesmo interfere nas anélises.

5.5.5.2. Linearidade

A linearidade do método analitico foi determinada pela obtencdo de trés curvas
analiticas, em trés dias, cada uma com sete pontos, no intervalo de 20 a 100 pg/mL. Para
cada curva analitica foi preparado uma solu¢do de FLU-SQR na concentragéo de 300 pg/mL
(solucao-mae), conforme descrito no item 5.5.3.2. A partir desta solucao, aliquotas de 100;
150; 200; 250; 300; 400; 500 uL foram transferidas para tubos de eppendorf, obtendo-se
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solugdes com concentracdes de 20, 30, 40, 50, 60, 80 e 100 pug/mL. Todas as solugbes
foram preparadas em eletrélito e adicionadas de solugdo Pl obtendo concentragéo final de
Pl de 50 ug/mL. A equacédo da reta foi determinada através do estudo de regressao linear,
pelo método dos minimos quadrados, e calculada a andlise de varidncia (ANOVA),
avaliando-se a validade dos parédmetros estatisticos. Também foi avaliado o coeficiente de
correlagao.

5.5.5.3. Precisao

Foi avaliada por meio da repetibilidade e precisao intermediaria.

Para o ensaio de repetibilidade, sete réplicas da solucdo de FLU-SQR com
concentracao de 50 pg/mL foram preparadas sob as mesmas condicdes experimentais,
mesmo analista e no mesmo laboratério e, foram analisadas. O coeficiente de variacdo
percentual (CV%) entre as analises foi calculado.

A precisao intermediaria foi avaliada por meio do célculo do coeficiente de variagéo
percentual (CV%) obtido na andlise de sete réplicas da solucdo de FLU-SQR com
concentracao de 50 pyg/mL adiciona de Pl preparada em trés dias consecutivos.

Também foi realizada a andlise entre analistas diferentes no mesmo dia e o
coeficiente de variacao percentual (CV%) foi calculado para as respostas obtidas para as

sete réplicas da solugéo de FLU-SQR adicionada de Pl e preparadas pelos diferentes analistas.

5.5.5.4. Exatidao

Foi determinada pelo ensaio de recuperacao, utilizando o método de adicao de
padrao. O teste de recuperacao foi realizado adicionando trés niveis de concentracao 80
(Ry), 100 (R2) e 120% (Rs3) em relacao a concentracao de trabalho, de solugédo de FLU-SQR
as amostras. O ensaio foi realizado em triplicata nas concentracdes de 40; 50 e 60 pg/mL.
A porcentagem de recuperagao foi calculada para cada nivel de concentracdo. Desta
maneira, é possivel avaliar a exatiddo do método em determinar o teor de amostras com
concentracdes pré-determinadas. As amostras foram preradadas conforme apresentados na
Tabela 5.42. Todas as solugdes finais foram adicionadas de PI.
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Tabela 5.42. Preparo das solugdes de FLU para o teste de recuperacao do método de EC

indicativo de estabilidade

Volume de FLU-capsula Volume adicionado de FLU-

Concentracao tedrica

(300 pg/mL) (mL)* SQR (300 pg/mL) (mL) final (png/mL)*
A 0,150 - 30
Ry 0,150 0,050 40
R 0,150 0,100 50
Rs; 0,150 0,150 60
SQR - 0,150 30

* cada nivel de concentracao foi preparado em triplicata em tubos de eppendorfde 1,5 mL.

A percentagem de FLU soddica recuperada (R%) foi calculada utilizando-se a
Equagéo 2, descrita na se¢ao 5.1.6.3.1 (AOAC, 2002).

5.5.5.5. Robustez

Foi avaliada por meio de um procedimento de combinagédo fatorial, denominado
ensaio fatorial 2-Level 2°2 Fraction Factorial Design (SANGOI, STEPPE, 2010), no qual
foram realizados oito experimentos com a sele¢cdo de cinco fatores estabelecidos a serem

modificados: concentragdo da solugao tampéao borato de sédio, concentragdo na solugéo de

SDS, pH do eletrdlito, tensdo e temperatura do capilar (Tabela 5.43). As modificagées foram

realizadas em dois niveis: alto e baixo (Tabela 5.44). As respostas foram avaliadas por meio

do tempo de migracdo e doseamento da solucdo de FLU. Os resultados obtidos foram

analisados pelo Minitab 14 statistical software (Minitab State College®, PA, USA) para avaliar

a significancia dos efeitos, comparando com as respostas obtidas em condi¢ées normais.

Tabela 5.43. Variaveis selecionadas para serem avaliadas pelo teste de robustez do método

de EC indicativo de estabilidade

Fator Normal Baixo nivel Alto nivel
Concentracao da solucao de SDS (mM) 80 78 82
Concentragao da solugao tampao de sédio (mM) 50 48 52
Valor de pH 8,5 8,4 8,6
Tenséo (kV) 20 19 21
Temperatura do capilar (°C) 27,5 26,5 28,5
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Tabela 5.44. Parametros analiticos e variacoes realizadas no teste de robustez do método

de EC indicativo de estabilidade

Ordem de Concentracao solucao Concentracao pH Tensao Temperatura
corrida tampao borato de sodio SDS (mM) (kV) (°C)
(mM)
1 52 78 8,6 19 28,5
2 48 82 8,4 19 28,5
3 48 78 8,6 21 26,5
4 52 82 8,6 21 28,5
5 52 82 8,4 21 26,5
6 48 82 8,6 19 26,5
7 48 78 8,4 21 28,5
8 52 78 8,4 19 26,5

5.5.5.6. Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)

LD e LQ foram estimados a partir da férmula descrita na literatura (BRASIL, 2003;
ICH, 2005), fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagao da curva analitica,
conforme as Equagdes 3 e 4, descritas nas segbes 5.3.4.6 e 5.3.4.7, respectivamente.

5.5.5.7. Adequabilidade do sistema eletroforético

Para assegurar o desempenho do equipamento antes e durante a realizagcdo das
andlises, foram efetuadas cinco injegcdes da mesma solucao de FLU-SQR na concentracédo
de 50 pg/mL, avaliando-se o coeficiente de variacdo percentual (CV%) dos parametros
estabelecidos pelo FDA (1994): tempo de migracao e area do pico e também através dos
valores de tailing factor ou fator de cauda (7), fator de assimetria do pico (S), niumero de
pratos (N).

O numero de pratos (N) € definido como uma medida da eficiéncia do capilar (USP,
2008; JP, 2011). O fator assimetria (S) e cauda (7) sdo medidas da simetria do pico
eletroforético, porém o fator de cauda € medido a 5% da altura do pico (USP, 2008) e o fator
de assimetria é verificado a 10% da altura do pico (AGILENT TECHNOLOGIES, 2011; FDA,
1994). Estes parametros foram calculados pelo soffweare do equipamento.

5.5.6. Calculo do teor das capsulas de flucloxacilina sédica
A concentragao e o teor de FLU sodica nas capsulas foram obtidos pelas Equacdes
5 e 6, descritas na secéo 5.3.5.
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5.5.7. Estabilidade da solucao de flucloxacilina sodica

Para avaliar a estabilidade da solucdo de FLU sbdica, foi preparada uma solugéao
estoque de FLU na concentragdo de 300 pg/mL, conforme descrito no item 5.5.6. Em
seguida, foram preparadas diversas solugdes para avaliar a sua estabilidade: solugao na
concentracao de 100 pg/mL em agua, mantida em refrigerador (2 - 8 °C) por 72 horas e
diluida para 50 pg/mL, em eletrélito e analisada; solugdo com concentragdo de 100 pg/mL
em agua, mantida em aquecimento (60 °C) por 24 horas e diluida para 50 pg/mL, em
eletrélito, e analisada; solucao na concentragdo de 50 pg/mL, em eletrélito, mantida em
temperatura ambiente por 72 horas e analisada e solugdo com concentragao de 100 pg/mL,
em agua, mantida em temperatura ambiente por 72 horas, em seguida diluida para 50
ug/mL, em eletrélito, adicionada de Pl e analisada.

5.5.8. Resultados

O eletroferograma tipico obtido pelo método proposto, demonstrando a resolucao e a
simetria do pico correspondente a FLU sddica, € apresentado na Figura 5.18. O tempo de
migracdo meédio observado (4,6 minutos) permitiu rapida determinacdo do farmaco,
contribuindo com a sua aplicagdo em controle de qualidade. A Figura 5.19 apresenta o

eletroferograma obtido com a solugao de FLU-capsula.
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Figura 5.18. Eletroferograma de FLU-SQR (50 pg/mL), obtido pelo método eletroforético. Eletrolito:
solugdo tamp&o borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar Agilent® (48,5 cm), 50 pm.
Comprimento de onda: 210 nm. Tempo de migragdo: 4,6 minutos. (Pl) padrdo interno; (SQR)

substancia quimica de referéncia.
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Figura 5.19. Eletroferograma de FLU-capsula (50 pg/mL), obtido pelo método eletroforético. Eletrolito:
solugdo tamp&o borato de sodio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar Agilent® (48,5 cm), 50 pm.

Comprimento de onda: 210 nm. Tempo de migragao: 4,6 minutos. (Pl) padrao interno.

5.5.8.1. Especificidade e estudos de degradacao forcada

As degradacdes forcadas foram realizadas para verificar as propriedades indicadoras
de estabilidade do método analitico. As Figuras 5.20 a 5.25 mostram os eletroferogramas
obtidos ap6s as degradacdes acida, basica, térmica, oxidativa, fotolitica e com placebo,
respectivamente, com picos correspondentes aos produtos de degradagdes bem resolvidos

do pico principal da FLU sé6dica (tempo de migragado médio: 4,6 minutos).
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Figura 5.20. Eletroferograma da degradagédo de FLU-SQR (50 pg/mL) em meio acido (HCI 0,001 M)
apés 1,5 horas. Eletrélito: solugdo tampao borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar
Agilent® (48,5 cm), 50 um. Comprimento de onda: 210 nm. Tempo de migragdo: 4,6 minutos. (PI)

padréo interno. (SQR) substancia quimica de referéncia. (Deg) produto de degradacao.
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Figura 5.21. Eletroferograma da degradagéo de FLU-SQR (50 pg/mL) em meio basico (NaOH 0,001
M) apds 1,5 horas. Eletrolito: solugdo tampao borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar
Agilent® (48,5 cm), 50 pm. Comprimento de onda: 210 nm. Tempo de migracéoo: 4,6 minutos. (PI)

padréo interno. (SQR) substancia quimica de referéncia. (Deg) produto de degradacéo.
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Figura 5.22. Eletroferograma da degradacédo térmica a 60 °C de FLU-SQR (50 pg/mL) apés 6,0
horas. Eletrélito: solugéo tampao borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar Agilent® (48,5
cm), 50 um. Comprimento de onda: 210 nm. Tempo de migracao: 4,6 minutos. (Pl) padréo interno.

(SQR) substancia quimica de referéncia.
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Figura 5.23. Eletroferograma da degradacao oxidativa de FLU-SQR (50 pug/mL) apds 30 minutos.
Eletrdlito: solugdo tampao borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar Agilent® (48,5 cm),
50 um Comprimento de onda: 210 nm. Tempo de migragédo: 4,6 minutos. (Pl) padréo interno. (SQR)

substancia quimica de referéncia. (Per) solugao de peréxido de hidrogénio 1%.
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Figura 5.24. Eletroferograma da degradacgdo fotolitica de FLU-SQR (50 pg/mL), apdés 1,0 hora.
Eletrélito: solugdo tampao borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar Agilent® (48,5 cm),
50 um. Comprimento de onda: 210 nm. Tempo de migragédo: 4,6 minutos. (Pl) padrdo interno. (SQR)

substancia quimica de referéncia. (Deg) produto de degradacgéao.
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Figura 5.25. Eletroferograma da solugéo placebo (50 pug/mL). Eletrélito: solucdo tampao borato de
s6dio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar Agilent® (48,5 cm), 50 pm. Comprimento de onda: 210

nm. (PI) padr&o interno.

A Tabela 5.45 apresenta os valores, em percentagem, das perdas da area do pico da
FLU-SQR e os tempos de migracao dos picos originados a partir das respectivas condicées
de degradacéo.

Tabela 5.45. Perdas percentuais encontradas para solugdo de FLU-SQR na concentracao
de 50 pg/mL, obtidas pelo método de EC indicativo de estabilidade

Degradacao
Acida Basica Térmica Fotolitica Oxidativa
Perda (%) 9 75 19 74 51
Pico adicional (minutos) 6,0 49 NO NO 5,5

NO = nao observado.

As condicdes em meio basico e fotolitica demonstraram as degradagbes mais
agressivas para a solugdo de FLU, pois ocorreu perda de 75% e 74% da area do pico,
respectivamente, e surgiu um pico de produto de degradacao em torno de 4,9 e 5,5 minutos,
respectivamente (Figura 5.26). A condigcao oxidativa também demonstrou ser bastante
agressiva com grande degradacao da solugdo de FLU, porém, nao foi verificado pico de
produto de degradacgéo, pelo menos nas condi¢des analiticas utilizadas neste estudo.

A condicdo menos agressiva foi em meio acido, com perda de 9% do teor da FLU e
foi observado pico de produto de degradacdo com tempo de migracdo de,

aproximadamente, 6,0 minutos.
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Também foi determinada a pureza do pico da FLU-SQR nas solugbes degradadas,
utilizando detector PDA, para demonstrar a capacidade indicativa de estabilidade do método
proposto. Em todos os casos a pureza do pico foi maior que 99,0%.

Nao houve interferéncia do excipiente da formulacao (Figura 5.27), indicando que o
pico de FLU sédica estava livre de qualquer pico coeluente, uma vez que apresentou pureza
de 99,9%, comprovando que o método proposto é especifico para andlise de FLU sddica.

5.5.8.2. Linearidade

Os resultados dos valores das areas obtidas para a curva analitica de FLU-SQR

estdo apresentados na Tabela 5.46.
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Tabela 5.46. Valores das areas referente ao pico de FLU-SQR para obtencdo da curva
analitica do método eletroforético, utilizando como eletrélito solu¢cdo tampéao borato de sodio
50 mMe SDS 80 mM, pH 8,5 a 210 nm

Conc. (pug/mL) Areas* Area média + e.p.m.** CV (%)***
0,3567
20,0 0,3424 0,3506 + 0,0042 2,10
0,3536

0,4860
30,0 0,4816 0,4831+0,0014 0,51
0,4818

0,6384
40,0 0,6228 0,6247 + 0,0074 2,06
0,6129

0,7645
50,0 0,7507 0,7571 £ 0,0040 0,92
0,7561

0,8757
60,0 0,8988 0,8858 * 0,0068 1,34
0,8828

1,1440
80,0 1,1300 1,1389 + 0,3285 0,68
1,1428

1,3619
100,0 1,3889 1,3766 + 0,0079 1,00
1,3791

*cada valor corresponde a média de trés determinagdes realizadas em um mesmo dia, durante trés

dias; **e.p.m. = erro padrao da média; ***CV (%) = coeficiente de variacdo percentual.

A curva analitica de FLU-SQR (Figura 5.26) foi construida com as médias dos
valores das areas de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade. A
equacao da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, € y = 0,0129x + 0,1043,
com coeficiente de correlacao (r) igual a 0,9996.
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Figura 5.26. Curva analitica de FLU-SQR para método eletroforético. Eletrélito: solugao tampéo
borato de s6dio 50 mM e SDS 80 mM, pH 8,5. Capilar Agilent® (48,5 cm), 50 um. Comprimento de

onda: 210 nm. Tempo de migracao médio: 4,6 minutos.

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de FLU-SQR ¢é apresentada na
Tabela 5.47.

Tabela 5.47. Analise de variancia dos valores das areas determinadas para a obtencao da
curva analitica de FLU-SQR utilizando o método de EC indicativo de estabilidade

Fontes de variacao GL Soma dos quadrados Variancia F calc F tab
Entre 6 2,3687 0,3948 4195,87* 4,46
Regressao linear 1 2,3667 2,3667 25154,21* 8,86
Desvio da linearidade 5 0,0020 0,0004 4,20 4,69
Residuo 14 0,0013 0,0001

Total 20 2,3700

*Significativo para p < 0,01%; GL = graus de liberdade.

Os resultados significativo para regressdao e nao significativo para o desvio da
linearidade, valida o método de EC para FLU sddica quanto ao parametro de linearidade.
Além disso, o coeficiente de correlacao foi muito satisfatério indicando excelente correlacéo
linear entre os dados analisados.

5.5.8.3. Precisao
A repetibilidade forneceu CV% de 1,60%.

A precisao interdias forneceu CV% de 2,00% e a precisao entre analistas, forneceu
CV% de 2,500/0.

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino



Andlise Quantitativa 182

5.5.8.4. Exatidao

Foi comprovada através da analise de solugbes em trés concentracées pré-
estabelecidas e os resultados experimentais, que correspondem a porcentagem meédia de
99,45%, encontram-se na Tabela 5.48.

Tabela 5.48. Teste de recuperacao do método de EC indicativo de estabilidade

FLU-SQR FLU-SQR Recuperacao Recuperacao Ccv
adicionado encontrada (%) média (%) (%)**
(ng/mL) (ng/mL)*
R, 10,0 9,81 99,63
R, 20,0 20,38 100,20 99,45 0,86
R; 30,0 29,59 98,52

*cada valor € a média de trés determinagoes; **CV (%) = coeficiente de variagao percentual.

5.5.8.5. Robustez

Para determinacdo da robustez, a significancia dos efeitos estudados foi avaliado
pelo gréafico de Paretto que consiste em um grafico de barras com comprimento proporcional
ao valor absoluto do efeito estimado, dividido pelo pseudo erro padrdao definido por Lenth
(Lenth’s PSE) (LENTH, 1989). Os cddigos A, B, C, D e E correspondem a solugédo tampéao
borato de sddio, solugdo de SDS, valor de pH, tensdo e temperatura, respectivamente. A
combinagao de dois codigos indica a interagdo dos efeitos entre as duas variaveis. As
barras foram construidas de acordo com o tamanho do efeito, com o maior efeito no topo. O
grafico inclui uma linha vertical para o valor critico de t para a = 0,05. Os efeitos nos quais
as barras sdo menores do que o valor critico de t foram considerados nao significantes e
nao afetam a resposta da variavel analisada. As Figuras 5.27 e 5.28 demonstram que 0s
efeitos e os fatores, nos intervalos analisados, ndo foram estatisticamente significantes para
as respostas ensaiadas (teor (%) e tempo de migragcdo). Portanto, o método pode ser

considerado robusto diante das condigées analisadas.
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Figura 5.27. Grafico de Paretto demonstrando o ensaio de robustez sobre o efeito de teor (%) pelo

método de EC para flucloxacilina sodica.
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Figura 5.28. Grafico de Paretto demonstrando o ensaio de robustez sobre o efeito de tempo de

migracao (min) pelo método de EC para flucloxacilina sédica.

5.5.8.6. Limites de deteccao (LD) e de quantificacao (LQ)
Os valores estimados pelo método eletroforético para LD e LQ foram 3,20 ug/mL e
9,70 pg/mL, respectivamente.

5.5.8.7. Adequabilidade do sistema eletroforético
Foi verificada pela andlise quantitativa, através do calculo dos coeficientes de
variagdo percentual (CV%) dos valores de tempo de migragao e area do pico principal e,
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também através dos valores de assimetria do pico, numero de pratos e fator de cauda, de
cinco replicatas de FLU-SQR. Os resultados obtidos estao apresentados na Tabela 5.49.

Tabela 5.49. Parametros avaliados na analise de adequabilidade do sistema eletroforético

desenvolvido para andlise de flucloxacilina sédica

Parametros avaliados

Assimetria Fator de cauda Pratos Tempo de Area
migracao (min)
1,043 0,944 89735 4,56 0,8767
1,022 0,931 89281 4,56 0,8767
1,080 0,933 91199 4,66 0,8561
1,039 0,930 88528 4,62 0,8546
1,030 0,923 88528 4,62 0,8362
Média 1,044 0,9322 89454 4,61 0,8601
CV (%)* 2,05 0,81 1,23 0,94 1,99

*CV (%) = coeficiente de variacao percentual.

5.5.8.8. Estabilidade da solucao de flucloxacilina sédica
A Tabela 5.50 apresenta os resultados da estabilidade da solucdo de FLU-SQR
submetida as diferentes condicées de armazenamento.

Tabela 5.50. Estabilidade da solucdo de FLU-SQR submetida as diferentes condicées de
armazenamento e analisadas pelo método de EC indicativo de estabilidade

Condicoes
Refrigerador Estufa Temp. ambiente Temp. ambiente
(2a8 °C) (60 °C) (eletrdlito) (agua)
Perda (%) Estavel por 72 6 horas: 10% Estavel por 5 Estavel por 72
horas 24 horas: 44% horas horas
48 horas: 11%
Pico adicional NO 24 horas: 3,7 e NO NO
(minutos) 50

NO= néo observado; Temp. ambiente = tempertura ambiente.
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5.5.8.9. Calculo do teor das capsulas de flucloxacilina sédica
O teor obtido para as capsulas de flucloxacilina sédica através do método
eletroforético esta apresentado na Tabela 5.51.

Tabela 5.51. Determinacao do teor interdias e entre-analistas das capsulas de flucloxacilina
sédica pelo método de EC indicativo de estabilidade

Interdias Entre analistas
Amostra Dia Teor Teor CV  Analista Teor Teor Ccv
(mg)* (%)* (%)™ (mg)* (%)* (%)™
1 472,95 94,59 A 470,20 94,04
1 2 465,60 93,13 0,78 B 467,65 93,53 0,76

3 470,20 94,04

*cada valor € a média de sete determinagées; **CV (%) = coeficiente de variagdo percentual.
5.5.9. Discussao

5.5.9.1. Otimizacao do método

A FLU é um composto acido (pka préximo a 2,7) (ALEKSEEV, 2010). Embora Altria
(1999) relate que compostos acidos tém sido analisados por CZE utilizando solugédo tampao
borato de sodio, fosfato de s6dio ou uma combinagao de ambos, em altos valores de pH,
este trabalho utilizou a técnica MEKC, baseada na literatura que destaca esta técnica para
andlise de outras penicilinas (YONGXIN et al., 1997; LI et al., 1998; PAJCHEL, TYSKY,
1999; PAJCHEL et al., 2002; NOZAL et al., 2004; MICHALSKA et al., 2004; PAJCHEL et al.,
2004; PAJCHEL et al., 2005; PUIG et al., 2006; PEREZ et al., 2007; CASTRO-PUYAMA et
al., 2010). Flurer (2007) complementa que para andlise de antimicrobianos B-lactamicos, a
técnica mais amplamente utilizada é a MEKC, utilizando como eletrélito solugdo tampao
acetato, fosfato de sé6dio ou borato de sodio associado ao SDS.

A MEKC é um método baseado na solubilizagdo micelar que utiliza a técnica
instrumental de eletroforese capilar e um surfactante com grupos hidrofébicos e hidrofilicos
adicionados a solugéo de eletrélito, o qual age como uma pseudo fase estacionaria, que é
similar a fase mével em cromatografia (EL DEEB et al., 2011).

Para reduzir a imprecisdo relacionada a injecdo, melhorar a reprodutibilidade do
método e aumentar o controle sobre a quantidade de amostra injetada, frequentemente é
recomendado o uso de um padrdo interno (Pl) nas analises quantitativas (ALTRIA et al.,
1997). Acido salicilico e nimesulida foram testados como Pl para o desenvolvimento e
validacdo do método por MEKC para FLU sddica, e a nimesulida foi selecionada como PI
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devido ao pico, tempo de migragdo e absorvancia adequados no comprimento de onda
utilizado nas analises.

Para obter as condigdes étimas do método por MEKC, algumas solugdes de
eletrolitos contendo fosfato de sédio, acido borico e fosfato de s6dio com &cido bérico foram
investigadas. Embora FLU sddica seja um composto acido e a literatura relate que solucao
tampao borato de sédio tem um pH natural de 9,4, o qual seria suficientemente alto para
separacdo de maioria dos acidos, além de fornecer um substancial e consistente fluxo
eletrosmético (ALTRIA et al.,, 1997), o surfactante SDS foi adicionado para aumentar a
sensibilidade do método, diminuir o tempo de analise, melhorar a resolugao e a simetria do
pico e porque é o surfactante mais comumente utilizado em MEKC (EL DEEB et al., 2011).
Estes eletrdlitos foram investigados uma vez que, conforme relatado anteriormente, a
literatura descreve estas solugdes para andlise de penicilinas.

O pH da solucéo de eletrélito contendo tampao borato de sédio 50 mM e SDS 80 mM
foi verificado no intervalo de 8,0 a 10,0. O pH 8,5 foi escolhido porque maiores valores de
pH resultaram no aumento da largura e diminuicdo do tamanho do pico e também, a
corrente elétrica foi maior.

A influéncia da concentracao de SDS foi avaliada no intervalo de 40,0 a 100,0 mM,
baseado na literatura que descreve intervalo de 20,0 a 100,0 mM (ALTRIA, 1999), em
solucao tampao borato de s6dio na concentracdo constante de 50 mM. A concentracao de
SDS em 80 mM foi escolhida por que em menores concentragdes 0 pico aparece proximo
ao fluxo eletrosmético (EOF) e, em maiores concentracdes, o pico aparece préximo ao PI.

O efeito da concentracao do eletrélito foi estudado no intervalo de 10,0 a 50,0 mM
em concentragdo constante de SDS em 80 mM, em pH 8,5. A solucédo tampao borato de
sédio em concentracdo de 50 mM foi selecionada por que o tempo de migracdo do pico
aumentou quando a concentragdo da solugdo diminuiu.

A influéncia da tens@o sobre o método foi investigada no intervalo de 15 a 25 kV e
demonstrou menor tempo de migracdo e boa eficiéncia de separagcao quando uma corrente
de 20 kV foi aplicada. Em menores valores de tensdo, o tempo de migragdo aumentou e a
corrente elétrica diminuiu, enquanto que em maiores valores de tensdo, o tempo de
migracao diminuiu aproximando o pico do EOF e a corrente elétrica aumentou. O melhor
pico com corrente aceitavel (em torno de 30 pA) sem aquecimento excessivo e surgimento
do efeito Joule (calor gerado pela passagem da corrente elétrica), permitiu selecionar 20 kV
como 6tima tensao.

A temperatura do capilar foi avaliada no intervalo de 25 a 35 °C e a temperatura de

27,5 °C foi selecionada devido a melhor resolugcédo entre a FLU-SR e o Pl, menor tempo de

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino



Andlise Quantitativa 187

andlise e corrente elétrica satisfatéria. Quando a temperatura foi maior, a corrente elétrica
aumentou demonstrando o efeito Joule.

Agua e solugdo de eletrdlito foram avaliadas como solvente para diluicdo das
solugdes. Os melhores resultados foram obtidos quando foi utilizada a solugédo de eletrdlito,
portanto, foi escolhida como solvente. Quando a agua foi utilizada o pico do Pl néo
apareceu, provavelmente devido a insolubilidade da nimesulida em agua.

Como pode ser observado, os parametros para o método MEKC foram otimizados
para obter melhor area, resolucao, simetria e menor tempo de migracao do pico. Baseado
nos resultados, os paradmetros selecionados foram: solucdo tampao borato de sédio na
concentracao de 50 mM e SDS na concentracdao de 80 mM em pH 8,5, temperatura do
capilar em 27,5 °C, 4 segundos para o tempo de injecao e a detecgéo foi em 210 nm.

5.5.9.2. Validacao do método

O método de eletroforese capilar micelar foi validado de acordo com a literatura
(FDA, 1994; BRASIL, 2003a; ICH, 2005; USP, 2008). A separagao foi conseguida com
tempo de migragdo médio de 4,6 minutos (Figura 5.18).

Os dados resultantes da avaliacdo da adequabilidade do sistema eletroforético
(Tabela 5.47) demonstraram que o equipamento utilizado e as condicdes do método sao
adequados para fornecer confianca aos resultados, estando de acordo com a literatura, que
preconiza a assimetria do pico < 2, numero de pratos > 2000 (FDA, 1994) e fator cauda deve
ser < 1,0 (USP, 2008). De maneira geral, é aceito como critério de avaliagao, valor de CV%
< 2,0% para todos os parametros avaliados (FDA, 1994). A Farmacopeia Americana (USP,
2008) é ainda mais abrangente e permite CV% < 3,0% para os parametros estudados
durante a adequabilidade do sistema. Foi verificado que o CV% para area do pico e tempo
de migracao de FLU-SQR durante o teste de adequabilidade do sistema foi < 2,0%. Com
este valor de CV% para o tempo de migragéo, € possivel verificar que o procedimento de
lavagem do capilar foi eficiente (EP, 2011).

As condigdes indicadoras de estabilidade do método proposto foram avaliadas por
estudo de degradacgao forgada (ICH, 2003). Todas as condigbes avaliadas resultaram na
diminuicdo da area do pico da FLU sédica, entretanto, nem todas as condigbes resultaram
na formacdo de produtos de degradacado visiveis, pelo menos utilizando as condi¢des
analiticas estabelecidas (Tabela 5.43). As condi¢des basicas e fotoliticas provocaram as
maiores diminuicées da area do pico da FLU-SQR, com picos adicionais em 4,9 e 5,5
minutos, respectivamente. A condi¢do oxidativa também resultou em perda significante da
area do pico, porém, nao foi percebido pico resultante da degradacéo. As condigbes &cida e

térmica foram menos agressivas, e, na hidrélise 4cida ocorreu o aparecimento de um pico
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de degradacao, enquanto que, na hidrélise térmica nenhum pico adicional foi detectado.
Deste modo, os picos adicionais relacionados aos produtos de degradacdo sob as
condigdes basica, fotolitica e &cida e a analise da amostra com excipiente (capsula),
confirmaram a especificidade do método, ja que os picos da FLU-SQR e dos produtos de
degradagéo apresentaram-se bem resolvidos e o excipiente ndo demonstrou nenhum pico
nas condi¢Oes analisadas.

O método analitico proposto apresentou regressao linear significativa no intervalo de
concentracao de 20 a 100 pug/mL, com coeficiente de correlacdo de 0,9996. Os resultados
obtidos para a repetibilidade e precisdo intermediaria demonstraram CV% inferiores a
2,00%, comprovando a precisao do método analitico, uma vez que a literatura oficial
preconiza CV% menor ou igual a 2,0% (FDA, 1994; USP, 2008).

A exatidao foi demonstrada por meio do valor médio experimental de 99,45%, pois
valores entre 98 e 102% comprovam a exatidao do método (ICH, 2005).

Os valores calculados para o limite de detec¢édo (LD) e de quantificagado (LQ) foram
3,20 e 9,70 pug/mL, respectivamente, indicando que o método tem capacidade confiavel para
detectar e quantificar FLU sédica em capsula.

O método proposto mostrou-se robusto quando avaliado pelo modelo fatorial 2-Level
2°2 Fraction Factorial Design (Tabela 5.42), e interpretada pelo gréafico de Paretto,
demonstrando ndo haver efeito considerado significativo nas condi¢des estudadas.

A solucao de FLU-SQR demonstrou ser estavel quando mantida sob refrigeragcéo por
72 horas. Quando mantida sob aquecimento por 6 horas foi observado perda de
aproximadamente 10% da area do pico, no entanto, nao foi detectado pico de produtos de
degradacgao. Quando mantida em temperatura ambiente e preparada em eletrélito, a solugao
de FLU-SQR demonstrou perda de 11% da area do pico apds 48 horas, mas nao foi
verificado pico de degradacgdo. Finalmente, a solugdo de FLU-SQR preparada em agua e
mantida em temperatura ambiente, mostrou-se estavel por até 72 horas.

O teor de FLU sédica encontrado nas cépsulas foi em média de 93,92%, estando
dentro do permitido que é de 92,5 a 110% (BP, 2010c).

Diante de todos os resultados obtidos, € possivel demonstrar que o método analitico
proposto cumpre com as exigéncias preconizadas pela literatura oficial, podendo ser
empregado para andlise de FLU sddica na forma farmacéutica capsulas.

O método eletroforético proposto mostrou-se adequado, apresentando simplicidade,
baixo consumo de reagentes e solventes, baixissima geracdo de residuos, além de
especificidade e seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, LD e LQ
satisfatérios, podendo ser utilizado para quantificar FLU soédica em capsulas.
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6.1. Introducao

A andlise comparativa dos métodos tem como objetivo estabelecer uma comparagao
entre os métodos desenvolvidos neste trabalho para determinacdo de FLU sddica em
capsulas, uma vez que é necessario verificar se variabilidade dos métodos difere de forma
significativa. Para execug¢do desta andlise foi realizada analise estatistica dos teores médios
de FLU sddica obtidos pelos diferentes métodos usando andlise de variancia (ANOVA).

6.2. Resultados
Os resultados obtidos na determinacdao quantitativa de FLU sédica em céapsulas,

pelos métodos propostos neste trabalho, encontram-se na Tabela 6.1.

Tabela 6.1. Aplicabilidade dos métodos propostos para analise da flucloxacilina sddica

Métodos Dif Turb uv CLAE EC
93,62 96,33 106,66 92,81 94,59
Teor 92,91 93,81 108,23 94,72 93,13
96,44 98,62 104,87 94,53 94,04
Teor médio + e.p.m. 94,33 + 96,25 + 106,59 * 94,02 £ 93,92 +
1,08 1,39 0,97 0,61 0,43

Faixa de concentracao
. 1,5-6,0 4,0-16 50,0-100,0 20,0-80,0 20,0-100,0
utilizada (ug/mL)

r 0,9997 0,9999 0,9999 0,9995 0,9996

Dif = difusao em agar; Turb = turbidimétrico; UV = espectrofotometria na regido do UV; CLAE =
cromatografia liquida de alta eficiéncia; EC = eletroforese capilar; e.p.m. = erro padrdo da média.

A Tabela 6.2 apresenta o resultado de ANOVA calculado, utilizando os valores
experimentais obtidos do teor de FLU sbédica em céapsulas, a partir dos métodos
desenvolvidos e validados.

Tabela 6.2. Analise de variancia dos resultados obtidos no doseamento de flucloxacilina

sédica em cépsulas, pelos métodos propostos

Fontes de GL Soma de Quadrado F F
variacao Quadrados médio calc tab
Tratamentos 4 353,97 88,49
Residuo 10 27,50 2,75 32,17* 3,48
Total 14 381,48

*Significativo para p < 0,05%; GL = graus de liberdade.
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Embora os parametros apresentados na validagao tenham demonstrado que todos
0s métodos sdo considerados satisfatérios (capitulo 5), os resultados obtidos através da
ANOVA demonstraram haver diferenca estatisticamente significativa entre os métodos
propostos, para nivel de significAncia de 5%. Entdo a ANOVA foi repetida, mas néo levando
em consideracgao o resultado encontrado para o teor através do método espectrofotométrico
na regiao do UV.

A Tabela 6.3 apresenta o resultado de ANOVA calculado, utilizando os valores
experimentais obtidos dos teores de FLU so6dica em céapsula, com excecao do método
espectrofotométrico na regiao de ultravioleta.

Tabela 6.3. Analise de variancia dos resultados obtidos no doseamento de flucloxacilina
sbédica em céapsula, pelos métodos microbiolégicos por difusdo em agar e turbidimétrico,
CLAE e EC

Fontes de GL Soma de Quadrado F F
variacao Quadrados médio calculado tabelado
Tratamentos 3 10,82 3,60
Residuo 8 21,88 2,73 1,32 4,07
Total 11 32,67

*ndo significativo para p < 0,05; GL = graus de liberdade

Foi realizado o teste de Tukey para identificar quais as médias que, tomadas duas a
duas, diferem significativamente entre si. A Tabela 6.4 apresenta o resultado do teste de
Tukey utilizando os valores experimentais obtidos do teor de FLU sb6dica em capsula, a
partir dos métodos validados.
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Tabela 6.4. Teste de Tukey dos resultados obtidos no doseamento de flucloxacilina sédica
em capsula, pelos cinco métodos propostos

Comparacao q calculado q tabelado
uv EC 11,709*
uv CLAE 11,609*
uv Difuséao 11,306*
uv Turbi 9,376"
Turbi EC 1,376 4,60
Turbi CLAE 1,276
Turbi o Difuséo 0,973
Difuséao EC 0,554
Difuséao CLAE 0,654
Difusdo EC 0,857

*Significativo para p < 0,05%; UV = espectrofotometria na regido de UV; Difusdo = doseamento
microbiolégico, método de difusao; Turbi = doseamento microbioldgico, método turbidimétrico; CLAE=
cromatografia liquida de alta eficiéncia; EC = eletroforese capilar.

6.2. Discussao

De acordo com os resultados obtidos com a ANOVA ha diferenga significativa entre
os métodos propostos. Entao, foi realizado o teste de Tukey (comparacdo de médias) para
conhecer as diferencas entre os métodos propostos.

Desta maneira, os métodos validados, com excecdo do método espectrofotométrico
na regiao do UV, sdo equivalentes, ou seja, o resultado comprova que os métodos sao
intercambiaveis, sendo adequados para a determinacdo quantitativa do farmaco em cépsulas.

Os métodos foram validados em relagdo aos parametros estabelecidos em
regulamentos oficiais e, apesar de demonstrarem intercambialidade, com exceg¢do do
método espectrofotométrico, cada método possui caracteristicas préprias. Mas alguns
métodos sdo mais especificos e adequados para andlise de rotina em laboratorios.

Os meétodos espectrofotométricos sao simples, de facil execugcdo e de custo
reduzido, mas nao sao especificos e seletivos para determinar e quantificar possiveis
produtos de degradacdo na amostra.

Os ensaios microbioldgicos sdo importantes, pois fornecem informagéo sobre a
poténcia do produto farmacéutico, devendo ser aplicados em paralelo com métodos fisicos-
quimicos, a fim de assegurar a eficacia terapéutica dos antimicrobianos, entretanto, ndo séo

capazes de identificar a formagédo de produtos de degradacdo, quando estes ndo foram
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ainda separados do composto aparentado. Além disso, ha necessidade de ambiente estéril
para realizacdo dos ensaios, o tempo de analise € maior, mas esta variavel pode ser
diminuida empregando o método turbidimétrico de doseamento microbiolégico. Por outro
lado, os métodos microbioldgicos possuem baixo custo, facilidade de execucéo e nao geram
residuos toxicos quando cuidados de descontaminac¢do do material utilizado sdo empregados.

Os métodos mais adequados para quantificar o farmaco em estudo e avaliar os
produtos de degradagdo formados e impurezas seriam CLAE e EC, devido a maior
especificidade, que além de possibilitarem tais estudos, demonstraram tempos de analises
relativamente curtos com tempo de retencdo e de migracdo de 4,4 minutos e 4,6 minutos,
respectivamente. Entretanto, apesar de CLAE ser mais difundida para analises
farmacéuticas, esta técnica possui maior custo devido ao uso de solventes com alto grau de
pureza e colunas cromatograficas, além de gerar residuos em maior quantidade e toxicidade
que EC. Outra vantagem da técnica de EC é a possibilidade de ser utilizada quando a
amostra disponivel estd em pouca quantidade, pois as solugdes sdo preparadas em
volumes menores que para CLAE porque o volume de injecdo é menor. Porém, o tempo de
andlise por EC pode ser maior quando comparado ao tempo da CLAE pelo fato de ser
necessario lavar o capilar entre as analises, enquanto que para CLAE nao é necessario

lavar a coluna entre as analises.

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino



7. ESTUDOS DE ESTABILIDADE




Estudos de Estabilidade 193

7.1. Introducao

A estabilidade pode ser definida como a extensdo na qual um produto farmacéutico
mantém, dentro dos limites especificados e por todo periodo de armazenamento e uso, ou
seja, dentro do prazo de validade, todas as propriedades e caracteristicas que possuia no
momento da fabricagdo (ALLEN Jr, et al., 2007).

Prazo de validade é definido como periodo de tempo em que a preparacao
farmacéutica permanecera estavel, dentro dos limites aceitaveis para efeito terapéutico,
quando armazenada sob as condi¢gdes recomendadas e assegura que tenha padrdes de
identidade, pureza, teor, qualidade e poténcia no momento do uso (VADAS, 2004).

De acordo com a ANVISA, RE n® 1, de 29 de julho de 2005 (BRASIL, 2005) e com a
Organizacao Mundial da Saude (World Health Organization) (WHO, 2009), a estabilidade de
produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais, como, temperatura, umidade e luz,
e de fatores intrinsecos, como, propriedades fisicas e quimicas de substancias ativas e
excipientes, forma farmacéutica e sua composicdo, processo de fabricacdo, tipo e
propriedades dos materiais de embalagem.

Estudos de estabilidade sdo preconizados a fim de garantir a integridade quimica,
fisica, microbiologica, terapéutica e toxicolégica do farmaco e do medicamento dentro dos
limites especificados, avaliando seu comportamento sob influénica de fatores ambientais em
funcdo do tempo, considerando o farmaco, a mistura de excipientes ou veiculos utilizados e
suas interagdes, frente as condicoes as quais sao submetidos (SILVA et al., 2009). Estes
estudos sdo importantes para estabelecer o prazo de validade conforme as condigdes de
armazenamento estabelecidas (ICH, 2003).

A monitorizagdo da estabilidade dos medicamentos é uma das maneiras mais
eficientes para avaliacao, previsdo e prevencao de problemas relacionados a qualidade do
produto durante o seu prazo de validade e, por meio de estudos de produtos de degradacéao,
0s quais podem ocasionar perda de atividade terapéutica ou toxicidade, a seguranca e
eficacia podem ser avaliadas (SILVA et al., 2009).

A avaliacdo da estabilidade de produtos farmacéuticos é dividida em estudos de
estabilidade fisica e quimica. Luz, ar, calor e umidade sdo fatores que podem afetar a
estabilidade fisica e acelerar as reagdes quimicas do farmaco. Reagbes quimicas que
podem ocorrer sdo hidrolise e oxidagdo (mais comuns), fotélise, isomerizagéo, ciclizagao,
fragmentacdo, polimerizagdo, racemizagdo e incompatibilidades com os componentes da
formulacdo ou embalagem tendo como consequéncia, comprometimento da eficacia e
seguranca do medicamento (ICH, 2003; VADAS, 2004; ALLEN Jr et al., 2007).

De acordo com a literatura (BAKSHI, SINGH, 2002; ICH, 2003; BRASIL, 2005; WHO,
2009), é recomendado a realizagcao de testes de estresse, testes de estabilidade acelerada e
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estabilidade de longa duragdo para avaliagdo da degradagdo do farmaco e produtos

farmacéuticos.

<> Estudos de estresse: podem ajudar na identificagdo dos produtos de degradacao que
auxiliam a definir os caminhos da degradagédo e também, a validar os métodos analiticos
indicativos de estabilidade e incluem o estudo do efeito da temperatura, umidade, oxidacao,
hidrélise acida e basica e fotdlise, podendo ser realizados com o medicamento fora de sua

embalagem primaria.

<> Estudos acelerados de estabilidade: visam forcar a degradacdo quimica e/ou
mudancas fisicas de um produto farmacéutico em condicdes estressantes de
armazenamento (temperatura e umidade) e sao utilizados para pré-definir o prazo de

validade de um medicamento e acompanhar as reagdes de degradacao.

< Estudos de longa duracdo de estabilidade: objetivam verificar as caracteristicas
fisicas, quimicas, biolégicas e microbiolégicas de um produto farmacéutico durante e,
opcionalmente, depois do prazo de validade esperado e, portanto, estabelecem ou
confirmam o prazo de validade e recomendam as condi¢des de armazenamento.

<& Estudos de acompanhamento: sao requeridos, mas somente sdo realizados se o

produto nao sofrer nenhuma alteracao apés a conclusao do estudo de longa duracéo.

A ANVISA, RE n? 1, de 29 de julho de 2005 (BRASIL, 2005), preconiza que para o
estabelecimento do prazo de vallidade, o estudo de estabilidade deve ser realizado com o
medicamento em sua embalagem primaria e a frequéncia dos testes de doseamento e
quantificacdo de produtos de degradagédo (quando aplicavel) € de 0, 3 e 6 meses para
estudo acelerado e, 0, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses para estudo de longa duragéo.

A ICH recomenda que se houver expectativa de mudanca significante nos resultados
obtidos com os estudos acelerados, amostras podem ser adicionadas ao ponto final do teste
ou outro tempo de amostragem pode ser incluido. Estudos de longa duracdo devem ser
realizados por, pelo menos, 12 meses e devem continuar por periodo suficiente para cobrir o
periodo de reteste. Estudos intermediarios podem ser realizados quando ha mudanca
significante dos resultados obtidos com estudos acelerados e a frequéncia deve ser de 0, 6,
9 e 12 meses (ICH, 20083).

Além dos estudos mencionados, também devem ser verificadas caracteristicas de

degradacéao especificas das formas farmacéutica, por exemplo, para cdpsulas é necessario
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analisar umidade (presenca de colabagéao, fissura ou capsula quebradica), alteracées de cor
e odor (podem ser causadas pela luz), aparéncia, forma e dissolucéo (EV, 2003; ALLEN Jr
et al., 2007).

Estudos cinéticos sdo necessarios para determinar a estabilidade e o prazo de
validade dos produtos farmacéuticos. Estes estudos analisam a velocidade de alteracdo
quimica e a maneira como esta alteragao € influenciada pela concentracdo de reagentes,
produtos e outras espécies quimicas, além do solvente, pressdo e temperatura. Em outras
palavras, os estudos cinéticos sdo importantes para definir o tempo necessario para uma
reacao degradar 10% da concentracéo inicial do farmaco (LACHMAN et al., 2001; EV, 2003;
ALLEN Jr et al., 2007).

A velocidade de reacao é a descricao da concentragdo do farmaco em relacao ao
tempo. Estabelecendo a razdo pela qual a velocidade de reac&o varia com a concentracéo
dos reagentes em funcao do tempo, € possivel definir a ordem de uma reacéo. Para muitos
compostos a degradacao das substancias ocorre de acordo com as reacdes de ordem zero,
primeira ordem ou segunda ordem (LACHMAN et al., 2001; EV, 2003; ALLEN Jr et al., 2007).
<> Reacdo de ordem zero: a velocidade da decomposigao do farmaco € constante e ndo
depende da concentragdo de qualquer reagente. O fator limitante pode ser a solubilidade ou
absorcao de luz. Esta reacao pode calculada pela Equacao 15 (LACHMAN et al., 2001; EV, 2003).

C=Co—kt Equacgéo 15

Em que: C = concentragdo no tempo ¢

Co = concentracao inicial

k = constante de velocidade de reacao

A velocidade de decomposicdo pode ser expressa como a taxa com que a

concentracdo do fa&rmaco diminui em fungéo do tempo.
2 Reacéo de primeira ordem: a velocidade da reacdo depende da concentracado do

reagente, portanto, sdo diretamente proporcionais. Esta reacdo pode ser calculada pela
Equacao 16 (LACHMAN et al., 2001; EV, 2003).

InC = InCo— kt Equacgéo 16

A concentracao do reagente diminui exponencialmente em fun¢ao do tempo.
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R/

<> Reacdo de segunda ordem: ocorre quando a velocidade da reacdo depende da
concentracao de dois reagentes ou € proporcional a segunda poténcia da concentracdo de um
dos reagentes. Esta reacédo pode calculada pela Equacao 17 (LACHMAN et al., 2001; EV, 2003).

l—l+kt E o 17
coC quagao

E possivel deduzir a ordem de reagdo, quando desconhecida, analisando os graficos
plotados para cada ordem de reacado. Plotando um grafico de concentracao (C) em fungéao do
tempo (f) originiara uma reta correpondente a ordem zero. Para reacao de primeira ordem,
plota-se um gréafico com a representacdo do logaritmo da concentracédo (log C) em fungédo do
tempo (f). Para reagcdo de segunda ordem, plota-se um grafico representando o inverso da
concentracao (1/C) em fungéo do tempo (f). A representacédo gréfica que resultar em linha reta
indicara a ordem de reacgao e a inclinagao da reta correspondera a constante de velocidade de
reacao (k) de degradagdo do farmaco. Entretanto, este método apresenta limitacoes
principalmente em relagdo ao tempo de exposicdo da amostra ao degradante. Quando a
decomposi¢cao é muito baixa, as ordens de reagao tornam-se dificeis de serem diferenciadas,
por todas parecerem ser lineares (LACHMAN et al., 2001; NETZ, ORTEGA, 2002; EV, 2003).

Para calcular o periodo de tempo em que o farmaco mantém 90% (ty-,) de sua
concentracao inicial, ou seja, para calcular o prazo de validade, na condicdo de temperatura
avaliada, as Equacbes 18 a 20 sdo utilizadas, de acordo com a ordem de reacao
determinada (EV, 2003).

too = 0,1xX Co/k (reacéo de ordem zero) Equacédo 18
too% = 0,106/ k (reacao de primeira ordem) Equacédo 19
toos = 1/(9kCo) (reacdo de segunda ordem) Equagéo 20

Em que: k = constante de velocidade
tyoe, = tempo em que o farmaco mantém 90% de seu teor inicial

Co = concentracao inicial do farmaco

De acordo com Allen Jr e colaboradores (2007), ndo ha necessidade de avaliar o
tempo para que haja decomposi¢cdo de todo o material, pois este tempo € infinito. Desta
maneira, as velocidades de reacao muito comumente sao descritas por k ou pelo seu tempo
de meia-vida t;». As Equacbes 21 e 22 apresentam o calculo de tempo de meia-vida para

reacao de ordem zero e primeira ordem, respctivamente.
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tii2=12(Colko)  Equagdo 21
t12=0,693/k Equacéo 22

Em que: G, = concentragdo inicial do farmaco
ko = constante de velocidade de ordem zero
k = constante de velocidade de reagao

Métodos indicativos de estabilidade validados sdo importantes para avaliar o
comportamento do farmaco ou medicamento diante das diferentes condigbes de estresse as
quais podem ser submetidos para estudo de establibilidade. A CLAE é indispensavel para
estas analises, por ser mais especifica, sensivel e precisa que outros métodos, além de
possibilitar a separacdo e quantificacdo da substancia ativa junto com os produtos de
degradacao. Estes motivos fazem com que a CLAE seja o método analitico preferivel para
estudo de estabilidade de farmacos e formas farmacéuticas (LACHMAN et al., 2001;
BAKSHI, SINGH, 2002; ICH, 2003).

O estudo de degradacado frente a exposicdo a luz tem recebido cada vez mais
atengcdo, uma vez que praticamente todos os farmacos tém um maximo de absor¢ao na
regidao de UV podendo ocasionar reagdes como, oxidagao, redugao, rearranjo de anéis ou
polimerizagao. As reagdes quimicas decorrentes da absorgao de radiagao na regido de UV-
VIS iniciam mais facilmente as reagbes quimicas do que aquelas absorvidas de outros
comprimentos de onda (CPMC, 1998; LACHMAN et al., 2001; EV, 2003).

A cinética de reacbes fotoquimicas é mais complexa que a cinética de reacodes
térmicas devido ao maior numero de variaveis envolvidas, como, por exemplo, intensidade e
comprimento de onda da radiagdo e o tamanho, a forma e a cor do recipiente onde a
substancia é armazenada, os quais podem afetar a velocidade da reacdo (VADAS, 2004).

Os estudos de estabilidade realizados neste trabalho ndo buscam a determinagéo do
prazo de validade do produto, pois este ja se encontra no mercado com seu prazo de
validade estabelecido. O objetivo deste estudo foi a avaliagcdo do comportamento das
amostras sob condi¢oes estressantes através de analises pelos métodos de CLAE,
espectrofotometria na regido do UV e microbioldgico por difusdo em agar, desenvolvidos
neste trabalho, observando a possivel formagéao de produtos de degradagao e/ou perda de
atividade antimicrobiana e a determinagao da cinética de degradacao para a fotolise.
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7.2. Método
7.2.1. Estudo preliminar da estabilidade de flucloxacilina sodica

7.2.1.1. Condicoes de estudo

O estudo preliminar da estabilidade de FLU sédica foi realizado em meio &cido,
basico, peroxido de hidrogénio 3%, temperatura (refrigerador 5 °C, ambiente e banho
aquecido a 70 °C) e luz UVC, empregando-se o pool obtido das capsulas de FLU sédica. As
amostras foram avaliadas quanto ao teor residual de FLU sédica e a possivel formagéao de
produtos de degradacao por meio do método cromatografico previamente validado.

Para estudo de degradacéao fotoquimica foi utilizada camara espelhada internamente
(100 x 16 x 16 cm), com lampada UVC (254 nm), 20 W e 45 cm de comprimento. Agua
purificada foi obtida por sistema de purificacao Milli-Q® (Malsheim, Franca).

As condicées empregadas nos estudos preliminares de estabilidade foram:

> Degradacdo em meio acido: a solucdo de FLU-capsulas foi preparada pesando
analiticamente o equivalente a 20 mg de FLU sédica a partir do pool obtido das cdpsulas de
FLU e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado com
agua, obtendo-se solugdo com concentragao teérica de 200 ug/mL (solucdo A). Aliquota de
25 mL da solugao A foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL, adicionada de solugéao
de HCI para obter concentragbes de 0,1; 0,01 ou 0,001 M, respectivamente e o volume foi
completado com agua, obtendo-se solugdes com concentragao final de 100 pg/mL (solugdes
B, C e D, respectivamente). A solugcado B foi dividida em duas porgées sendo que, uma
porcao foi exposta a temperatura ambiente e a outra porcao, foi aquecida em banho a 70 °C.
As solucées C e D foram mantidas apenas em temperatura ambiente. Todas as solucdes
foram analisadas em diversos periodos. Em cada periodo de exposicdo ao meio acido,
aliquota de 5,0 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL e foi adicionada uma
solucdo de NaOH para neutralizagdo do meio e o volume foi completado com fase movel,
obtendo-se solugdes com concentragao final de 50 pg/mL para as analises.

> Degradacdo em meio alcalino: a solugdo de FLU-capsulas foi preparada pesando
analiticamente o equivalente a 20 mg de FU sdédica a partir do pool obtido das capsulas de
FLU e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado com
agua, obtendo-se solugdo com concentracao de 200 pg/mL (solugéo A). Aliquota de 25 mL
da solucédo A foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL, adicionada de solucao de
NaOH para obter concentragdes de 0,1; 0,01 ou 0,001 M, respectivamente e o volume foi
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completado com agua, obtendo-se solugées com concentragéo final de 100 pg/mL (solucbes
B, C e D, respectivamente). As solugdes B, C e D foram divididas em duas porgbées sendo
que, uma porgao foi exposta a temperatura ambiente e a outra porgéo, foi aquecida em
banho a 70 °C. Estas solugbes foram analisadas em diversos periodos. Em cada periodo de
exposicao ao meio basico, aliquota de 5,0 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10
mL e foi adicionada uma solucdo de HCI para neutralizacdo do meio e o volume foi
completado com fase movel, obtendo-se solugdes com concentracdo final de 50 pg/mL para

as analises.

» Degradacdo oxidativa: a solucdo de FLU-capsulas foi preparada pesando
analiticamente o equivalente a 20 mg de FLU sédica a partir do pool obtido das capsulas de
FLU e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado com
agua, obtendo-se solucdo com concentracao de 200 ug/mL (solugéo A). Aliquota de 25 mL
da solucédo A foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL, adicionada de solucdo de
peroxido de hidrogénio para obter concentragdo de 3% e o volume foi completado com
agua, obtendo-se solugdo com concentracdo de 100 pg/mL (solucdo B). A solugédo B foi
mantida por 60 e 90 minutos em temperatura ambiente.

> Hidrolise neutra e estabilidade da solucdo. a solugdo de FLU-capsulas foi
preparada pesando analiticamente o equivalente a 20 mg de FLU sodica a partir do pool/
obtido das cépsulas de FLU e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 mL. O volume
foi completado com 4gua, obtendo-se solugdo com concentracao de 200 pg/mL (solugao A).
Esta solugéo foi divida em duas porgdes, denominadas de “A, B”, respectivamente. A porcao
(A) foi armazenada em temperatura ambiente por 24 horas e depois diluida para 50 pg/mL
em fase mével e analisada. A porgéo (B) foi armazenada em refrigerador (5 °C) por 24 horas
e depois diluida para 50 pg/mL em fase moével e analisada O mesmo procedimento foi
realizado com a amostra preparada em fase mével (200 pg/mL).

> Degradacdo fotoquimica: a solucdo de FLU-capsulas foi preparada pesando
analiticamente o equivalente a 20 mg de FLU sdédica a partir do pool obtido das cdpsulas de
FLU e transferindo-se para baldo volumétrico de 100 mL. O volume foi completado com
agua, obtendo-se solugdo com concentragao de 200 ug/mL (solugéo A). Aliquota de 25 mL
da solucéo A foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com
fase moével, obtendo-se solucdo com concentracdo final de 50 ug/mL. Esta solugcao foi
exposta a luz UVC 254 nm, por periodo de 7 dias.
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7.2.1.2. Resultados

7.2.1.2.1. Degradacao em meio acido

Os cromatogramas obtidos por CLAE para FLU-capsulas, na concentracdo de 50
Mg/mL, submetida a degradagcao em meio &cido (HCI 0,1 M) durante 30 minutos a temperatura
de 70 °C e 180 minutos a temperatura ambiente estdo apresentados na Figura 7.1.

FLU-SQR

2 0] DEGHCI30 min/ 70 °C

0.04- DEG HCl FLU'CépSUIa

180 min

T T T T T T T T T
1.00 2.00 .00 400 s.00 00 7.00 500 9.00 10.00
Minutes

Figura 7.1. Cromatogramas de solucdo de FLU-capsulas (50 pg/mL), representando a degradacgao
em meio acido (HCI 0,1 M), por 30 minutos em banho aquecido a 70 °C (verde) e 180 minutos em
temperatura ambiente (preto). Fase mével: metanol: acido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase
estacionaria: Zorbax® Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min. Comprimento de onda:
225 nm. Tempo de retencao = 4,5 minutos. FLU-SQR (azul). DEG = produto de degradacao.

Os cromatogramas obtidos por CLAE para FLU-capsulas, na concentracdo de 50
Mg/mL submetida a degradagéao em meio acido (HCI 0,01 M e 0,001 M) durante 180 minutos
a temperatura ambiente estdo apresentados nas Figuras 7.2 e 7.3, respectivamente.
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Figura 7.2. Cromatogramas de solugcao de FLU-capsulas (50 ug/mL), representando a degradacao
em meio acido (HCI 0,01 M), por 180 minutos em temperatura ambiente (preto). Fase mével: metanol:
acido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax® Cyg Agilent (250 x 4,6 mm), 5
pum. Vazao: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengao = 4,1 minutos. FLU-SQR

(azul). DEG = produto de degradacéao.
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Figura 7.3. Cromatogramas de solugédo de FLU-capsulas (50 pg/mL), representando a degradagao
em meio &cido (HCI 0,001 M), por 180 minutos em temperatura ambiente (preto). Fase movel:
metanol: acido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax® Cys Agilent (250 x
4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retencdo = 4,3
minutos. FLU-SQR (azul). DEG = produto de degradacao.

7.2.1.2.2. Degradacao em meio alcalino

A degradacéo da FLU em meio alcalino foi mais agressiva e por isso nao foi possivel
observar a presenca do pico da FLU quando utilizadas as solugées de NaOH 0,1 e 0,01 M,
ou seja, o pico da FLU desapareceu, demonstrando sua completa degradagéo e, houve a
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presenca de pico oriundo da degradacdo, em tempo de retencao diferente daquele
observado para FLU, quando integra.

Os cromatogramas obtidos por CLAE para solugcbes de FLU-cépsulas, na
concentracao de 50 pyg/mL submetida a degradacdo em meio alcalino (NaOH 0,1 M) durante
30 minutos em banho aquecido a 70 °C e 60 minutos em temperatura ambiente, estdo
apresentados na Figura 7.4.
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Figura 7.4. Cromatogramas de solucdo de FLU-capsulas (50 pg/mL), representando a degradacgao
em meio alcalino (NaOH 0,1 M), por 30 minutos em banho aquecido a 70 °C (preto) e 60 minutos em
temperatura ambiente (verde). Fase movel: metanol: acido fosforico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v).
Fase estacionaria: Zorbax® Cys Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vaz&o: 1,0 mL/min. Tempo de retencéo
=~ 4,3. Comprimento de onda: 225 nm. FLU-SQR (azul). DEG = produto de degradacao.

Os cromatogramas obtidos por CLAE para solucbes de FLU-capsulas, na
concentracao de 50 pg/mL submetida a degradacdo em meio alcalino (NaOH 0,01 M)
durante 30 minutos em banho aquecido a 70 °C e 90 minutos em temperatura ambiente
estdo apresentados na Figura 7.5.
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Figura 7.5. Cromatogramas de solucdo FLU-capsula (50 pug/mL), representando a degradacdo em
meio alcalino (NaOH 0,01 M), por 30 minutos em banho aquecido a 70 °C (preto) e 90 minutos em
temperatura ambiente (verde). Fase movel: metanol: &cido fosforico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v).
Fase estacionaria: Zorbax® Cys Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vaz&o: 1,0 mL/min. Tempo de retengao
= 4,3. Comprimento de onda: 225 nm. FLU-SQR (azul). DEG = produto de degradagao.

Os cromatogramas obtidos por CLAE para FLU-capsula, na concentragdo de 50
pg/mL submetida a degradagdo em meio alcalino (NaOH 0,001 M) durante 30 minutos em
banho aquecido a 70 °C e 180 minutos em temperatura ambiente estdo apresentados na
Figura 7.6.
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Figura 7.6. Cromatogramas de solu¢do de FLU-cépsulas (50 pug/mL), representando a degradacao
em meio alcalino (NaOH 0,001 M), por 30 minutos em banho aquecido a 70 °C (preto) e 180 minutos
em temperatura ambiente (verde). Fase mével: metanol: acido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v).
Fase estacionaria: Zorbax® Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min. Comprimento de

onda: 225 nm. Tempo de retencao = 4,3 minutos. FLU-SQR (azul). DEG = produto de degradacao.
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7.2.1.2.3. Degradacao oxidativa

Os cromatogramas obtidos por CLAE para solugbes de FLU-capsula, na
concentracao de 50 pg/mL, submetida a degradacdo oxidativa (solugdo de H,O, 3%)
durante 60 e 90 minutos em temperatura ambiente estdo apresentados na Figura 7.7.
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Figura 7.7. Cromatogramas de solucdo de FLU-capsulas (50 pg/mL), representando a degradacgao
oxidativa (H.O, 3%), por 60 minutos (preto) e 90 minutos (verde) em temperatura ambiente. Fase
mével: metanol: &cido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Agilent Zorbax® Cig
(250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengéo = 4,3

minutos. FLU-SQR (azul). DEG = produto de degradacdo. PER = solucdo de peroxido de hidrogénio.

7.2.1.2.4. Hidrdlise neutra e estabilidade da solucao de FLU

A Figura 7.8 representa os cromatogramas obtidos por CLAE para as solugcbes FLU-
capsulas preparada em concentracdo de 200 pg/mL em &agua e armazenadas em
temperatura ambiente e refrigerador a 5 °C por perido de 24 horas. As solugcbées foram
diluidas para 50 ug/mL em fase mével antes de serem analisadas.
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Figura 7.8. Cromatogramas de solucado de FLU-capsulas (50 pg/mL), representando a estabilidade
em agua por 24 horas, em temperatura ambiente (preto) e 24 horas em refrigerador a 5 °C (verde).
Fase moével: metanol: acido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax® Cig
Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vaz&o: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengéo
~ 4,4. FLU-SQR (azul).

A Figura 7.9 representa os cromatogramas obtidos por CLAE para solucdes de FLU-
capsulas preparada em concentracdo de 200 ug/mL em fase moével e armazenadas em
temperatura ambiente e refrigerador a 5 °C por periodo de 24 horas. As solugdes foram

diluidas para 50 yg/mL em fase mével antes de serem analisadas.
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Figura 7.9. Cromatogramas de solugcdo de FLU-capsulas (50 pg/mL), representando a estabilidade
em fase mével, por 24 horas em temperatura ambiente (preto) e 24 horas em refrigerador a 5 °C
(verde). Fase mével: metanol: acido fosférico 0,025 M, pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax®
Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazdo: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de
retencdo = 4,4. FLU-SQR (azul).
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7.2.1.2.5. Degradacao fotoquimica

A Figura 7.10 representa os cromatogramas obtidos por CLAE para a solugdo FLU-
capsulas preparada em concentragao de 50 pyg/mL em fase mével e exposta a luz UVC 254
nm, por periodo de 7 dias.
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Figura 7.10. Cromatogramas de solugdo de FLU-capsulas (50 pg/mL), representando a estabilidade
fotoquimica por 7 dias em luz UVC 254 nm (preto). Fase mével: metanol: acido fosférico 0,025 M, pH
5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax® Ciq Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min.
Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retencao = 4,6. FLU-SQR (azul).

A Tabela 7.1 apresenta os valores, em percentagem, das perdas da area do pico da
FLU-capsulas e os tempos de retencdo dos picos originados a partir das respectivas
condi¢des de degradacao, pelo método cromatografico.
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Tabela 7.1. Degradagdes para solugdao de FLU-capsula na concentracdo de 50 pg/mL,
obtidas pelo método de CLAE

Degradacao Perda (%) Pico adicional

(aproximadamente em minutos)

HCI 0,1 M (aquec) 2,8
52,02 (amb) 2,8

HCI 0,01 M 33,92 (amb) 2,6
HCI 0,001 M 18,50 (amb) 2,6
NaOH 0,1 M 100 (amb) 2,6
NaOH 0,01 M 100 (amb) 2,6
NaOH 0,001 M 52,25 (agec) 2,6
53,74 (amb) 2,6

H.O, 3% 28,76 (60 min) 3,5
35,86 (90 min) 3,5

Neutra H,O 12,15 (amb) NO
11,55 (refrig) NO

Neutra em FM 11,78 (amb) NO
14,68 (refrig) NO

Fotolitica 10,64 3,0

NO = ndo observado; aquec = solu¢cdo armazenada em aquecimento; amb = solugdo armazenada em
temperatura ambiente; refrig = solugdo armazenada em refrigerador; H,O = solugdo preparada em
agua; FM = solucao preparada em fase movel.

7.2.1.3. Discussao

Os estudos preliminares de estabilidade envolveram condi¢cées de estresse, como
degradagdo em meio acido, basico, oxidacdo, fotolise e temperatura. O método
desenvolvido e validado em CLAE demonstrou a capacidade de diferenciar os produtos de
degradagéao do farmaco nao degradado.

Em relacdo a degradacdo em meio &cido foi possivel observar que a FLU foi menos
sensivel a este tipo de degradacgéao, pois ao utilizar solugao de HCI nas concentragdes de 0,01 e
0,001 M, foi verificado que a FLU pouco se degradou e a formacéo de produto de degradacao
também foi menor. Este dado corrobora com a literatura que diz que a FLU possui certa
estabilidade em meio acido. Entretanto, quando esta solucédo foi associada ao aquecimento, a
degradacgao foi maior e o produto de degradacéo formado também foi em maior quantidade e
apresentou tempo de retencao de, aproximadamente, 3 minutos (Figura 7.1).
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Em relacdo a degradacdo em meio bdsico, a FLU é muito mais sensivel a esta
condi¢do, e em virtude da grande degradacao da FLU, diluicbes nas solugdes de NaOH
foram realizadas e o perfil de degradagao nestas condi¢ées foi avaliado. Quando utilizadas
solugdes de NaOH 0,1 e 0,01 M, a FLU apresentou-se totalmente degradada e houve
formagcdo de produto de degradacao com tempo de retencado de, aproximadamente, 2,6
minutos (Figuras 7.4 e 7.5). Ao utilizar a solugdo de NaOH 0,001 M, associada ou ndo ao
aquecimento, ocorreu a degradacédo da FLU e a formacao de produto de degradacao no
tempo de, aproximadamente, 2,6 minutos (Figuras 7.6). O produto de degradacao formado
provavelmente é em decorréncia da abertura do anel B-lactamico, pois de acordo com Carey
e van Pelt (2005), este anel se rompe facilmente em pH alcalino.

Na degradacgéo oxidativa foi observado a redugéo no teor de FLU nas capsulas e foi
possivel verificar a presenca de produto de degradacdo com tempo de retencdo de,
aproximadamente, 3,5 minutos (Figuras 7.7).

No estudo da estabilidade das solugcbes em temperatura ambiente e em refrigerador,
foi verificado que, quando as solugbes de FLU-capsulas foram preparadas em agua e
armazenadas nas diferentes condicbes, ocorreu pouca degradacdao da FLU e nao foi
verificado a formagéo de produto de degradacédo (Figura 7.8). Estes resultados também
foram obtidos para as solu¢des de FLU preparadas em fase movel (Figura 7.9). Diante
destes resultados, pode-se osbservar que o solvente (agua ou fase moével) utilizado para
preparo da solucédo de FLU e a maneira de armazenamento (diferentes temperaturas) nao
apresentou diferengca em relacdo a sua degradacdo, mas € importante lembrar que a
solucao deve ser preparada diariamente para as analises.

Os resultados encontrados nos estudos de estabilidade relacionados a avaliacdo do
efeito da temperatura na degradacédo da FLU corroboram com os resultados encontrados na
literatura para estudo de estabilidade de solucdo aquosa deste farmaco mantida em
temperatura ambiente e em refrigerador, pois a solugdo de FLU mostrou-se estavel por 60
dias quando acondicionada em temperatura de -20 °C; por 24 horas em temperatura
ambiente; em solugdo em agua para injetavel, demonstrou estabilidade por 7 dias em 20 a
25 °C (PULLEN et al., 2006; LANDERSDORFER et al., 2007; ZHOU et al., 2007). Leder e
colaboradores (1999) verificaram que nao ha perda da poténcia de FLU quando a solugéao
injetavel permanece por 24 horas em temperatura ambiente (25 °C) ou 72 horas em
refrigerador (5 °C). Liu e colaboradores (2005) verificaram que a solugao aquosa de FLU é
estavel em temperatura ambiente por 4 horas.

Em relagdo ao aquecimento, também ha concordancia com dados da literatura, pois
segundo Squella e colaboradores (1981), quando a FLU foi submetida ao aquecimento de
90 °C por 3 horas, houve hidrélise. Porém, de acordo com Gujral e colaboradores (2009) a
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solucdo de FLU, quando estressada com luz e aquecimento (acima de 50 °C) por 5 horas
nao apresentou degradacdo significante, uma vez que nao foi observada mudanca no
espectro de absorcdo. Esta diferenca de resultado pode ser devido a diferenca de
temperatura de aquecimento ou, ao diferente método analitico, uma vez que foi utilizado
espectrofotometria. Amin (2001); Bashi e Singh (2002) e Aly e Amin (2007) complementam
que os produtos de degradacao da FLU resultantes da quebra hidrolitica e térmica sdo acido
benzilpeniciloico, acido benzil penicilénico, acido penicilico, peniciloaldeido, penicilamina,
acido penaldico, acido penilico e acido peniloico.

Jacobs (1979) e Jacobs e colaboradores (1986) também relatam a degradacao da
FLU em altas temperaturas, pois em trabalhos realizados por esses autores, foi verificado
que a FLU nao pode ser esterilizada por autoclavacéo, por ser suscetivel a hidrélise em
elevadas temperaturas, mas relatam que penicilinas semissintéticas quase nunca sao
afetadas por radiacao y de até 5,0 Mrad. Este fato pode ser demonstrado para FLU, que se
apresentou estavel a esterilizacao por radiacao y de 2,5 e 5,0 Mrad.

Em relagcédo a fotodegradacao, houve degradacéao da solucédo de FLU sddica, quando
esta foi exposta a luz UVC por 7 dias, entretanto, ndo houve formagdo de produto de
degradagéo (Figura 7.9). O efeito da radiagao UV foi estudado para outras penicilinas, como
por exemplo, amoxicilina, ampicilina e cloxacilina e demonstrou degradagéo de 2,9; 3,8 e
4,9%, respectivamente, ap6s as solucoes serem expostas por 5 horas a radiacado
(ELMOLLA, CHAUDHURI, 2010).

7.2.2. Estudos acelerados e de longa duracao da estabilidade de flucloxacilina sddica

7.2.2.1. Condicoes do estudo

Para os estudos acelerados e de longa duracao da estabilidade foi utilizada camara
climatica MA 835/UR (Marconi®, Piracicaba, Brasil). O estudo acelerado da estabilidade foi
conduzido a 40 + 2 °C/ 75 + 5% UR, por 6 meses e, o estudo de longa duragao foi conduzido
a30+2°C e 75+ 5% UR, por 2 anos.

As amostras foram avaliadas quanto aos caracteres fisicos, teor residual de FLU
sodica e a possivel formacao de produtos de degradagao. O monitoramento da degradagao
foi realizado por meio de métodos cromatografico, microbioldgico, por difusdo em agar e
espectrofotométrico na regido do UV, previamente validados.

<> Estudos acelerados: quatro cépsulas integras e o equivalente a quatro pesos
médios obtidos do pool das cépsulas de flucloxacilina foram armazenados na camara. Tanto
0 p6 quanto as cépsulas (fora da embalagem) foram acondicionados em placas de Petri. Os
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tempos de exposicao foram 0, 3 e 6 meses. Para o p6, em cada tempo de anélise, foram
retirados o equivalente a 50 mg de FLU e tranferido para baldo volumétrico de 500 mL,
obtendo-se solu¢do com concentragéo final de 100 pg/mL em &agua (solugdo-mae).
Diferentes aliquotas da solucdo-mae foram utilizadas para o preparo das solugbes que
foram analisadas conforme descrito a seguir, pelos métodos cromatografico,
espectrofotométrico e microbioldgico.

1- Analises cromatograficas: aliquota de 5,0 mL da solucao-méae foi transferida para
baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com fase mével, obtendo-se solucéao

com concentracao final de 50 pug/mL.

2- Analises espectrofotométricas: aliquota de 7,5 mL da solucdo-mae foi transferida
para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua, obtendo-se solucao
com concentracao final de 75 pug/mL.

3- Analises microbioldgicas: aliquotas de 0,375; 0,750 e 1,5 mL foram transferidas para
baldes volumétricos de 25 mL e completado o volume com solugdo tampéao fosfato de
potassio pH 6,0, obtendo-se solugbes com concentragdes finais de 1,5; 3,0 e 6,0 yg/mL,

denominadas de A, A, e Az, respectivamente.

<> Estudos de longa duracdo: sete capsulas integras e o equivalente a sete pesos
médios obtidos do pool das capsulas de flucloxacilina foram mantidos na camara. Tanto o
pd quanto as capsulas (fora da embalagem) foram acondicionados em placas de Petri. Os
tempos de exposicao foram 0, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses. O preparo das solugdes e as
andlises foram realizados conforme descrito na se¢do 7.2.2.1, para estudos acelerados de

estabilidade.

7.2.2.2. Resultados

7.2.2.2.1. Estudos acelerados de estabilidade

A avaliacdo das caracteristicas fisicas demonstrou que as capsulas contendo FLU
sodica derreteram, tiveram seu invélucro misturado ao contetdo e aderido ao fundo da placa
de Petri. O pd das capsulas apresentou-se amarelo e aderido ao fundo da placa de Petri

(Figura 7.11), sendo que inicialmente era branco.
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Figura 7.11. P6 das capsulas de FLU sddica ap6s armazenamento em camara climatica para estudos
acelerados da estabilidade (40 = 2 °C/ 75 £ 5% UR), por 6 meses.

Os espectros obtidos através de espectrofotometria na regidao do UV para as
solu¢des de FLU-capsulas, na concentragdo de 75 pug/mL submetidas ao estudo acelerado
de estabilidade estdo apresentados nas Figuras 7.12 e 7.13, respectivamente.

Figura 7.12. Espectro da solucdo de flucloxacilina sédica (75 ug/mL), em agua, representando o
estudo acelerado da estabilidade (40 + 2 °C/ 75 * 5% UR), por 3 meses. Padrdo integro (preto),

amostra integra (vermelha) e amostra degradada (azul).

Figura 7.13. Espectro da solugcédo de flucloxacilina sédica (75 pg/mL), em agua, representando o
estudo acelerado da estabilidade (40 £ 2 °C/ 75 = 5% UR), por 6 meses. Padrdo integro (preto),
amostra integra (vermelha) e amostra degradada (azul).
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A Tabela 7.2 apresenta os valores de teor e concentracdo encontrados por
espectrofotometria na regido de UV, para o pool do pé das cdpsulas submetido ao estudo de

degradacéao acelerada.

Tabela 7.2. Valores de teor e concentracao obtidos apds estudo acelerado de estabilidade

do pd das capsulas de flucloxacilina sodica, por espectrofotometria na regiao do UV.

Tempo (meses) Teor (%) Concentracado (mg)

0 101,83 509,16
3 128,50 642,50
6 136,34 681,73

Os cromatogramas obtidos por CLAE para as solucbes FLU-capsulas, na
concentracdo de 50 pg/mL submetidas ao estudo acelerado da estabilidade estédo

apresentados nas Figuras 7.14 e 7.15, respectivamente.

DEG
FLU

Figura 7.14. Cromatograma da solugdo de FLU-capsulas (50 ug/mL), em fase movel, representando o
estudo acelerado da estabilidade (40 £ 2 °C/ 75 + 5% UR), por 3 meses. Fase moével: metanol: acido
fosforico 0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0
mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retencao = 4,3 minutos. DEG = produto de degradacéo.
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Figura 7.15. Cromatograma da solucdo de FLU-capsulas (50 pug/mL), em fase mével, representando o
estudo acelerado da estabilidade (40 £ 2 °C/ 75 + 5% UR), por 6 meses. Fase moével: metanol: acido
fosférico 0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionéria: Zorbax Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0

mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retencao = 4,3 minutos. DEG = produto de degradagao.

Para o estudo acelerado da estabilidade, analisados por CLAE, o teor e a
concentracao encontrados para FLU-capsulas no tempo zero foram 86,08% e 430,38 mg,
respectivamente. O teor e a concentracdo das amostras submetidas ao estudo nao foram
calculados em virtude da grande degradacéo da FLU.

Para os ensaios microbiol6gicos a poténcia encontrada no tempo zero foi 82,85% e
apés os periodos de degradacao nao houve formacdo de halos de inibicao em nenhum
tempo de andlise para nenhuma concentracdo de amostra degradada utilizada,
demonstrando que a perda de atividade destas amostras foi total.

Para as céapsulas integras, quando acondicionadas na camara climatica, nao foram
realizadas andlises, uma vez que o invélucro das capsulas derretou e misturou com seu conteudo,

portanto, para evitar interferéncias nos resultados estas andlises nao foram realizadas.

7.2.2.2.2. Estudos de longa duracao da estabilidade

A avaliacdo das caracteristicas fisicas apresentou os mesmos resultados encontrados
no estudo acelerado da estabilidade (as capsulas contendo FLU sédica derreteram e tiveram
seu involucro misturado ao conteldo e o p6 das capsulas apresentou-se amarelo e aderido ao
fundo da placa de Petri, sendo que inicialmente era branco) (Figura 7.11).

Os espectros obtidos através de espesctrofotometria na regido do UV para solucoes
de FLU-capsulas, na concentracao de 75 ug/mL, submetidas ao estudo de longa duracao da
estabilidade estdo apresentados nas Figuras 7.16 a 7.19.
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Figura 7.16. Espectro da solugdo de flucloxacilina sédica (75 pg/mL), em &gua, representando o
estudo de longa duragédo da estabilidade (30 £ 2 °C/ 75 + 5% UR), por 3 meses. Padrao integro
(preto), amostra integra (vermelha) e amostra degradada (azul).

Figura 7.17. Espectro da solucdo de flucloxacilina sédica (75 pg/mL), em agua, representando o
estudo de longa duragédo da estabilidade (30 £ 2 °C/ 75 + 5% UR), por 6 meses. Padrao integro
(preto), amostra integra (vermelha) e amostra degradada (azul).

Figura 7.18. Espectro da solucédo de flucloxacilina sédica (75 pg/mL), em agua, representando o
estudo de longa duragé@o da estabilidade (30 £ 2 °C/ 75 + 5% UR), por 9 meses. Padrdo integro
(preto), amostra integra (vermelha) e amostra degradada (azul).
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Figura 7.19. Espectro da solugédo de flucloxacilina sédica (75 pg/mL), em agua, representando o
estudo de longa duracdo da estabilidade (30 + 2 °C/ 75 £ 5% UR), por 12 meses. Padrao integro
(preto), amostra integra (vermelha) e amostra degradada (azul).

Figura 7.20. Espectro da solucdo de flucloxacilina sédica (75 pg/mL), em agua, representando o
estudo de longa duragédo da estabilidade (30 £ 2 °C/ 75 £ 5% UR), por 18 meses. Padrao integro
(preto), amostra integra (vermelha) e amostra degradada (azul).

Figura 7.21. Espectro da solugcédo de flucloxacilina sédica (75 pg/mL), em agua, representando o
estudo de longa duragédo da estabilidade (30 £ 2 °C/ 75 £ 5% UR), por 24 meses. Padrao integro
(preto), amostra integra (vermelha) e amostra degradada (azul).

A Tabela 7.3 apresenta os valores de teores e concentragbes encontrados, por
espectrofotometria na regiao do UV, para o pool das cdpsulas submetido ao estudo de longa
duragéo da estabilidade.
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TABELA 7.3. Valores de teor e concentracdo obtidos apds estudo de longa duragéo da

estabilidade do p6 das capsulas de FLU sddica, por espectrofotometria na regiao do UV

Tempo (meses) Teor (%) Concentracao (mg)
0 105,99 529,93
3 127,75 638,75
6 125,82 629,20
9 173,20 866,02
12 174,96 874,81
18 188,65 943,27
24 195,44 977,19

Os cromatogramas obtidos por CLAE para as solucbes de FLU-capsula, na

concentracao de 50 pg/mL submetidas ao estudo de longa duragdo da estabilidade estédo

apresentados nas Figuras 7.22 a 7.27.

DEG = produto de degragao.

DEG

Mingios
Figura 7.22. Cromatograma da solucao de FLU-capsulas (50 ug/mL), em fase mével, representando
o estudo de longa duracdo da estabilidade (30 + 2 °C/ 75 + 5% UR), por 3 meses. Fase mével:
metanol: 4cido fosforico 0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionéria: Zorbax Cig Agilent (250 x 4,6

mm), 5 pm. Vaz&o: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengéo =~ 4,3 minutos.
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Figura 7.23. Cromatograma da solucdo de FLU-cépsulas (50 pg/mL), em fase mével, representando
o estudo de longa duracdo da estabilidade (30 = 2 °C/ 75 = 5% UR), por 6 meses. Fase movel:
metanol: acido fosforico 0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax Cig Agilent (250 x 4,6
mm), 5 pm. Vazéo: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengéo = 4,3 minutos.

DEG = produto de degragao.

DEG FLU

Figura 7.24. Cromatograma da solucao de FLU-capsulas (50 pg/mL), em fase mével, representando
o estudo de longa duracado da estabilidade (30 + 2 °C/ 75 + 5% UR), por 9 meses. Fase mével:
metanol: 4cido fosforico 0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionéria: Zorbax Cig Agilent (250 x 4,6
mm), 5 pm. Vaz&o: 1,0 mL/min. Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengéo = 4,3 minutos.
DEG = produto de degragao.
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Figura 7.25. Cromatograma da solucdo de FLU-cépsulas (50 pg/mL), em fase mével, representando
o estudo de longa duracao da estabilidade (30 £ 2 °C/ 75 + 5% UR), por 12 meses. Fase mével:
metanol: acido fosférico 0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax Cig Agilent (250 x 4,6
mm), 5 pm. Vazéo: 1,0 mL/min. Compriemnto de onda: 225 nm. Tempo de retengéo = 4,3 minutos.

DEG = produto de degragao.
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Minutes

Figura 7.26. Cromatograma da solucao de FLU-capsulas (50 pg/mL), em fase mével, representando
o estudo de longa duracdo da estabilidade (30 + 2 °C/ 75 + 5% UR), por 18 meses. Fase mével:
metanol: 4cido fosforico 0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionéria: Zorbax Cig Agilent (250 x 4,6
mm), 5 pum. Vazdo: 1,0 mL/min. Compriemnto de onda: 225 nm. Tempo de retengéo = 4,3 minutos.
DEG = produto de degragao.
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Figura 7.27. Cromatograma da solucdo de FLU-cépsulas (50 pg/mL), em fase mével, representando
0 estudo de longa duragédo da estabilidade (30 £ 2 °C/ 75 + 5% UR), por 24 meses. Fase moével:
metanol: acido fosforico 0,025 M pH 5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax Cig Agilent (250 x 4,6
mm), 5 pm. Vazéo: 1,0 mL/min. Compriemnto de onda: 225 nm. Tempo de retengéo = 4,3 minutos.

DEG = produto de degragao.

Para o estudo de longa duracdo da estabilidade, o teor e a concentracdo
encontrados por CLAE, para FLU-capsulas integras no tempo zero foram 86,08% e 430,38
mg, respectivamente. O teor e a concentracdo das amostras submetidas ao estudo néo
foram calculados em virtude da grande degradacdo da FLU e o pico apresentou-se
deformado, dificultando sua integragéo.

Para os ensaios microbiolégicos, a poténcia no tempo zero foi 82,85%, porém nao
houve formagdo de halos de inibicio em nenhum tempo de analise para nenhuma
concentracao das amostras degradadas utilizadas, permitindo concluir que houve a
degradacgdo das amostras com total perda da atividade.

Para as capsulas integras, quando acondicionadas na camara climatica, nao foram
realizadas andlises porque o invélucro das capsulas derretou e misturou com seu conteudo,

portanto, para evitar interferéncias nos resultados estas analises nao foram realizadas.

7.2.2.3. Discussao

A andlise visual demonstrou alteracdo na cor do pd das capsulas tanto para os
estudos acelerados quanto para os estudos de longa duracéo da estabilidade, concordando
com o Food and Drug Administration Guidelines for stability testing of solid state
pharmaceuticals (FDA, 1987) que apresenta o teste de aparéncia e cor como importantes
caracteristicas da estabilidade de produtos farmacéuticos. Os resultados obtidos corroboram
com Stark e colaboradores (1996) que verificaram o escurecimento com aparéncia de
queimado do pé de capsulas de FLU sddica quando armazenado a 55 °C por 84 dias. Estes
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autores observaram ainda que a umidade relativa (75%) por 168 dias também afetou o
desenvolvimento de cor acompanhada de grande decomposi¢éo do farmaco.

Para as analises espectrofotométricas na regido do UV, houve aumento no teor
encontrado em relagdo ao tempo zero, tanto para os estudos acelerados quanto para o
estudo de longa duragédo da estabilidade. Este fato talvez tenha ocorrido porque o produto
de degradagao tenha estrutura quimica semelhante a estrutura da FLU integra e absorva
radiagdo UV no mesmo comprimento de onda. Estes resultados indicam claramente que o
método espectrofotométrico ndo deve ser empregado sozinho para determinacdo de
amostras acompanhadas de degradacdo, uma vez que nao apresenta seletividade.

Os resultados das anélises cromatograficas dos estudos acelerados de estabilidade
demonstraram que ocorreu a degradacéao da FLU quase que completamente, e foi percebido
a formacao de produto de degradacao com tempo de, aproximadamente, 3,0 minutos.

Para os estudos de longa duracao da estabilidade, foi verificado que a FLU também
se degradou quase que completamente e ocorreu a formacao de produto de degradacao
com tempo, de aproximadamente, 3,0 minutos para amostra analisada no tempo de 3
meses. Para as amostras analisadas nos demais periodos, houve outro pico com tempo de
retencao de, aproximadamente, 3,5 minutos. Foi possivel verificar ainda que para os estudos
de longa duragéo da estabilidade, a formagéo dos produtos de degradacgdo foi em quantidade
semelhante até o periodo de 9 meses e, a partir do 12° més, em maior quantidade.

Para as analises microbiol6gicas nao foi verificado a formacao de halos de inibicao
de crescimento em nenhuma amostra analisada, corroborando com os dados
cromatograficos que demonstram a degradacdo da FLU. Também foi verificado que os
produtos de degradacao formados, visualizados pelos estudos cromatograficos, nao
possuem atividade antimicrobiana, portanto, o ensaio microbiolégico comprova a sua
importancia e necessidade para este tipo de analise.

Como pode ser observado, € importante o uso de diferentes técnicas para estudos
de degradagéo e, diante dos resultados encontrados para os estudos acelerados e de longa
duragéo da estabilidade, pode-se concluir que os produtos formados nao possuem atividade
antimicrobiana e o método desenvolvido e validado em CLAE demonstrou a capacidade de
diferenciar os produtos de degradagao formados durante os estudos acelerados e de longa
duracao da estabilidade do farmaco nao degradado.

Como pode ser verificado a flucloxacilina sédica mostrou-se sensivel a temperatura e
umidade, portanto, é importante protegé-la destes fatores, ou seja, o fabricante deste
farmaco e de medicamentos que o contenham deve ter cuidados especiais relacionados a
estes fatores, bem como fornecer esta informag¢ao na embalagem do produto.
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7.2.3. Estudo de degradacao fotoquimica

7.2.3.1. Condicoes de estudo

Este estudo foi desenvolvido em cadmara espelhada contendo lampada UVC 254 nm.
As amostras foram compostas pelo equivalente a trés pesos médios do pool obtido das
capsulas de FLU e expostos a distancia de 10 cm da lampada. As amostras preparadas
conforme descrito na segdo 7.2.2.1, foram analisadas por método cromatografico
previamente validado. Os periodos de andlises foram 7, 28, 42 e 63 dias.

7.2.3.2. Resultados

Os cromatogramas obtidos por CLAE para as solugdes de FLU-capsulas, na

concentracao de 50 yg/mL submetidas ao estudo de fotodegradacédo estdo apresentados
nas Figuras 7.28 a 7.31.

| I FLU

Figura 7.28. Cromatograma da solugcao de FLU-capsulas (50 pg/mL), em fase moével, submetida a
fotodegradacao por 7 dias em camara de luz UV. Fase mével: metanol: acido fosférico 0,025 M pH
5,5 (60:40, v/v). Fase estacionéria: Zorbax Cyg Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min.
Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retengao = 4,3 minutos.
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Figura 7.29. Cromatograma da solugao de FLU-capsulas (50 pg/mL), em fase movel, submetida a
fotodegradacao por 28 dias em camara de luz UV. Fase mével: metanol: acido fosférico 0,025 M pH
5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5 ym. Vazao: 1,0 mL/min.

Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retencdo = 3,7 minutos.
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Figura 7.30. Cromatograma da solugado de FLU-capsulas (50 ug/mL), em fase moével, submetida a
fotodegradacao por 42 dias em camara de luz UV. Fase mével: metanol: acido fosférico 0,025 M pH
5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax Cg Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min.

Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retencdo = 4,7 minutos.
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Figura 7.31. Cromatograma da solugao de FLU-capsulas (50 pg/mL), em fase movel, submetida a
fotodegradacao por 63 dias em camara de luz UV. Fase mével: metanol: acido fosférico 0,025 M pH
5,5 (60:40, v/v). Fase estacionaria: Zorbax Cig Agilent (250 x 4,6 mm), 5 um. Vazao: 1,0 mL/min.

Comprimento de onda: 225 nm. Tempo de retencao = 4,7 minutos.

A Tabela 7.4 apresenta os valores de teor obtidos por CLAE, ap6s a fotodegradacao
do p6 das capsulas de flucloxacilina sédica.

Tabela 7.4. Valores de teor obtidos, por CLAE, apo6s estudo de fotodegradagéao do pd das
capsulas de flucloxacilina sédica

Tempo (dias) Teor (%)
0 86,08
7 85,45
28 78,79
42 76,37
63 60,70

7.2.3.3. Discussao

O estudo de fotodegradagao demonstrou que a FLU é suscetivel a luz UVC (254 nm)
nas condi¢cbes avaliadas. Foi possivel verificar o decaimento do teor da FLU nas cépsulas
durante o periodo de 63 dias, porém, ndo ocorreu formacao de produtos de degradagéao
durante o periodo de estudo, pois ndo foi verificado pelo método cromatografico proposto,
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nenhum outro pico além daquele caracteristico da FLU, pelo menos quando analisada pelos
parametros analiticos estabelecidos.

O método desenvolvido e validado por CLAE demonstrou a capacidade de
quantificar a FLU residual ap6s a exposicao a luz UVC. O teor residual ap6s 63 dias de
exposi¢ao a luz UVC foi de 60,70%. O p6 apresentou coloragdo amarelada, que aumentou
com o periodo de exposicao.

O efeito da radiagdo UV foi estudado para outras penicilinas, como por exemplo,
amoxicilina, ampicilina e cloxacilina e demonstrou degradacdo de 2,9; 3,8 e 4,9%,
respectivamente, apdés as solucdes serem expostas por 5 horas a radiacdo (ELMOLLA,
CHAUDHURI, 2010).
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8.1. Introducao

O teste de dissolugdo determina a porcentagem da quantidade da substancia ativa
declarada no rétulo, liberada no meio de dissolugédo, quando o produto € submetido a agéao
de aparelhagem especifica, sob condi¢cdes experimentais preconizadas, visando verificar se
o produto atende as exigéncias descritas em sua monografia (FB 5, 2010).

De maneira simples, a dissolugao pode ser definida como o processo pelo qual uma
substancia sélida penetra no solvente para formar uma solugdo. De maneira mais completa,
a dissolucdo pode ser descrita como um ensaio fisico para avaliar a liberacdo para uma
determinada area em uma determinada quantidade e no tempo correto. Esta definicdo tem
melhor relagdo com o ensaio de dissolucdo aplicado aos estudos biofarmacéuticos e
farmacocinéticos (COSTA, LOBO, 1999 e 2001).

O processo de dissolucao € controlado pela afinidade entre o composto sélido e o
solvente e pela maneira como o sistema farmacéutico o libera. Entretanto, substancias que
possibilitam a modificagdo da solubilidade do farmaco no meio podem ser incorporadas a
forma farmacéutica (COSTA, LOBO, 1999 e 2001; MANADAS et al., 2002; CORREA et al.,
2012).

O teste de dissolugao € uma ferramenta essencial para avaliar os efeitos combinados
de diferentes formulages, tais como propriedades fisico-quimicas da substancia ativa e dos
excipientes e os diversos passos do processo de fabricacao, estendendo-se até a absorcao
do produto. Além disso, o teste de dissolucao é util para verificar as unidades de um lote em
relacdo ao comportamento tipico dos requisitos para limite e extensdo da dissolucao,
detectanto desvios que podem ocorrer durante o processo de fabricacdo e também para
verificar se o limite de dissolucdo é o mesmo entre os lotes de um produto, ou seja, avalia
propriedades em um mesmo lote e em lotes diferentes (GAFFNER, 2006).

Na fase de desenvolvimento de um produto, os testes de dissolu¢do séo utilizados
para avaliar os estudos de bioequivalénica/biodisponibilidade, estudos pilotos clinicos e de
seguranga, verificar as propriedades de dissolucao do produto referéncia utilizado nos
estudos, controle de qualidade, estabelecer a correlagéo in vitro/ in vivo e para assuntos
regulamentadores (MANADAS et al., 2002; GAFFNER, 2006; SOUZA et al., 2007).

A fim de se determinar a quantidade de farmaco dissolvido em fun¢éo do tempo, graficos
ou perfis de dissolugao podem ser plotados (SOUZA et al., 2007). Os perfis de dissolugao sao
avaliados, principalmente, pelo tempo necessario para que se libere no meio de dissolu¢gdo uma
determinada quantidade do teor rotulado e através da determinagdo da quantidade liberada
apos determinado periodo de tempo pré-estabalecido (MANADAS et al., 2002).

A comparacgéo entre perfis de dissolucéo é realizada comparando toda a curva e pode
ser utilizado o Método Modelo Independente Simples para comparar a performance de dois
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medicamentos antes de submeté-los aos estudos de biodisponibilidade relativa/ bioequivaléncia,
para isentar estes estudos para menores doses e para alteracbes no poés-registro do
medicamento (BRASIL, 2010).

Quando o estudo do perfil de dissolugcao esta sendo conduzido, € preconizado que o
coeficiente de variagédo percentual (CV%) ndo exceda 20% nos pontos que representam 40% do
numero total de pontos analisados, ou seja, se um perfil possui cinco pontos, nas duas primerias
coletas 0 CV% pode ser de até 20%. Nas demais coletas o0 CV% permitido € de 10% (USP,
2008, BRASIL, 2010).

Durante o desenvolvimento de um ensaio de dissolucdo é importante selecionar
condicdes em que se obtenha maximo poder discriminatério e capacidade de deteccao de
eventuais desvios dos padrées de qualidade requeridos, como, por exemplo, mudancas na
composicao do produto ou no processo de fabricacdo que podem afetar a performance in
vivo (MANADAS et al., 2002; USP, 2008) e também detectar mudancas que podem ocorrer
durante os estudos de estabilidade (CORREA et al., 2012). Além disso, ensaios de dissolugao
discriminatérios sao particularmente importantes para farmacos com pobre solubilidade em
agua ou que apresentem caracteristicas de polimorfismo (BONFILIO et al., 2012b).

Diversos fatores podem alterar os resultados dos ensaios de dissolugao, entre eles,
aparato utilizado, vibracdo do equipamento, alinhamento e velocidade da agitagéao,
geometria da cuba de dissolucdo, adsorcao, gas dissolvido, centralizacao dos cestos, local e
métodos de amostragem, uso de dispositivo para formas farmacéuticas que flutuam, volume
do meio utilizado, pH, evaporacéo, presenca de tensoativos, temperatura e viscosidade do
meio, método de filtracdo e o método analitico (MARCOLONGO, 2003; SOUZA, et al.,
2007); caracteristicas inerentes ao farmaco (propriedades fisico-quimicas, tamanho das
particulas, higroscopicidade, solubilidade), forma farmacéutica, excipientes e técnicas de
fabricacdo (MARCOLONGO, 2003; STORPIRTIS et al., 2004).

Diferentes meios (baseado na solubilidade do farmaco e local onde sera absorvido),
critérios de aceitagdo (valor de cedéncia do farmaco de acordo com a acao terapéutica),
velocidade e aparato de agitagdo devem ser testados, conforme descrito nos capitulos
gerais das Farmacopeias Americana (USP, 2008) e Brasileira (FB 5, 2010) para
desenvolvimento e validagdo de ensaio de dissolucéo.

Existem diversos aparatos utilizados, entretanto, para formas farmacéuticas soélidas,
0S mais comuns sao cestos (aparato 1, utilizado principalmente para capsulas) e pas
(aparato 2, utilizado principalmente para comprimidos) (USP, 2008; FB 5, 2010).

As Farmacopeias Americana (USP, 2008) e Brasileira (FB 5, 2010) preconizam que
as amostras nao flutuem no meio de dissolucao e, para impedir que este fato ocorra pode
ser utilizado um dispositivo de aco espiralado, de tamanho adequado para armazenar o
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comprimido ou a cgpsula sem deforma-los ou reduzir a superficie de contato com o meio de
dissolucéo, denominado sinker.

A condicao sink é desejavel, porém, ndo mandatoria (FDA, 1997). A condicao sink é
definida como a concentracdo dentro da cuba equivalente a 3 ou 10%, de acordo com a
farmacopéia americana (USP, 2008) e Marcolongo (MARCOLONGO, 2003),
respectivamente, da concentracdo para se ter uma solugdo saturada da substéncia em
andlise. Esta condicao é importante por que é mais provavel que os resultados obtidos na
dissolucéo refletirao as propriedades das formas farmacéuticas (USP, 2008).

O ensaio de dissolucao deve ser validado quanto a sua especificidade e linearidade
entre as concentragdes utilizadas. A exatiddo e a precisdo devem ser determinadas nos
limites inferior e posterior das concentracdes esperadas. A estabilidade da substancia ativa
dissolvida no meio, também deve ser avaliada (MANADAS et al., 2002). Além disso, é
necessario empregar um método de quantificacdo que seja sensivel, seletivo, exato e
preciso durante as andlises do ensaio de dissolugcdo (CORREA et al., 2012).

Para andlise dos estudos de dissolucdo podem ser utilizados os métodos por
espectrofotometria na regidao do UV e CLAE, sendo que, o primeiro é mais simples, rapido e
menor quantidade de solvente € utilizada e, o segundo método, tem maior utilidade quando
ha interferéncia do excipiente, necessidade de maior sensibilidade e quando ha mais de um
farmaco na formulacao (USP, 2008).

O sistema de classificacdo biofarmacéutica (Biopharmaceuticas Classification
System — BCS) e a correlacao in vivol in vitro (IVIC), estabelecidos pelo FDA (FDA, 2000a,
2000b), trouxeram outra conotagcdo aos ensaios de dissolucdo, pois deixaram de ser
utilizados apenas como um teste de controle de qualidade, para fornecer informacdes
relacionadas a performance in vivo dos medicamentos (REDDY, KURUNAKAR, 2011). A
BCS (FDA, 2000a) divide os farmacos em quatro classes, considerando a solubilidade
aquosa e a permeabilidade intestinal:

¢

®,

% Classe 1: farmaco com alta solubilidade e alta permeabilidade intestinal.

.0

Classe 2: farmaco com baixa solubilidade e alta permeabilidade intestinal.

-,

.0

Classe 3: farmaco com alta solubilidade e baixa permeabilidade intestinal.

-,

0’0

Classe 4: farmaco com baixa solubilidade e baixa permeabilidade intestinal.

Como j& foi descrito na segao 4.1.1, a FLU é livremente soluvel em agua e metanol,
soluvel em etanol (96%) (SUTHERLAND et al., 1970; MATINDALE, 2009; BP, 2010a; EP,
2011), porém ndo foram encontrados dados quanto a BCS. Além disso, a FLU sodica néao
possui ensaio de dissolugdo descrito nas Farmacopeias Portuguesa (FP, 2005), Britanica
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(BP, 2010) e Europeia (EP, 2011) e também nao foi encontrada literatura que descreva este
ensaio.

Este trabalho teve por objetivo desenvolver e validar ensaio de dissolu¢do para FLU
sbédica em capsulas e também desenvolver e validar método de quantificacdo para as

andlises de dissolugao.

8.2. Desenvolvimento analitico — método para quantificacao

A especificidade do método em analise foi verificada através das cépsulas de FLU
sbdica, o placebo e capsulas vazias. Os calculos de interferéncia foram realizados de
acordo com a Farmacopeia Americana (USP, 2008) no capitulo The dissolution procedure:
development and validation, o qual especifica que a interferéncia ndo deve exceder 2%. Os
resultados obtidos a partir da Equacéo 23 estdo apresentados na Tabela 8.1 e comprovam

que nao ha interferéncia da capsula ou do placebo.
1 =100C(Ap/As)V /L) Equagcao 23

Em que: I = interferéncia
C = concentragdo da solugdo padrdo (mg/mL)
Ap = absorvancia da solugéo placebo
As = absorvancia da solugao padrao
V = volume do meio (mL)
L = teor rotulado, em mg
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Tabela 8.1. Teste de dissolugdo das céapsulas de flucloxacilina sédica e o valor de
interferéncia da capsula, utilizando o método por espectrofotometria na regido do UV

Cubas Absorvancias Dissolucao (%) Interferéncia média (%)
1 0,6276 110,88
2 0,6445 113,87
3 0,6334 111,91
4 0,6427 113,55
5 0,6509 115,00
6 0,6456 114,07
7 0,6298 111,27
8 0,6145 108,67

Média 0,6361 112,39

Cépsula vazia 1 0,0054 0,37

Cépsula vazia 2 0,0064

A especificidade em relagdo ao placebo foi demonstrada com a Figura 8.1, na qual
foram avaliadas solugéo padrao de FLU sddica, solugédo placebo e solugdo de cépsulas de
FLU sodica e como pode ser observado, ndo ha interferéncia do placebo, uma vez que nao
ha absorcado no comprimento de onda utilizado para as analises.

Figura 8.1. Especificidade do ensaio de dissolugdo para capsulas de flucloxacilina sédica. FLU-SQR

(preto), FLU-cépsulas (vermelho) e solugao placebo (azul).
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8.3. Desenvolvimento analitico — método para performance

8.3.1. Material

Foram utilizados FLU-SQR descrita na secao 4.1.2 e FLU-capsulas, com teor rotulado
de 500 mg de flucloxacilina sédica, com nome comercial de Floxapen®, identificado pelo lote
12248110, produzido pelo laboratério Actavis Group® e adquirido no comércio do Reino Unido.

Foram utilizados solventes de grau analitico: &cido cloridrico (Synth®, Diadema, Brasil)
e 4gua ultrapura, obtida por sistema Milli-Q® (Malsheim, Franca). Foram utilizados os
reagentes de grau analitico: hidréxido de sédio (Synth®, Diadema, Brasil) e fosfato de potassio
monobésico (Vetec®, Rocha, Brasil). Foi utilizada membrana de nitrato de celulose de 0,45 pm
de diametro de poro e 47 mm de diametro (Sartorius®, Gettinge, Alemanha) para filtrar as
solugbes tampao fosfato de potassio e acido cloridrico. Foi utilizado filtro Agilent® (EUA) e
tamanho de poro de 0,35 pym para filtrar as amostras quando coletadas pelo equipamento.

Os testes de dissolucdo foram realizados em equipamento Varian® (EUA), modelo
VK 7025 equipado com amostrador automatico Agilent® (EUA), modelo 8000 e bomba
peristaltica Agilent® (EUA), modelo 810, contendo oito cubas de dissolugdo. A quantificagdo
da FLU sédica nas amostras foi realizada utilizando o método espectrofotométrico na regiao
do UV previamente validado conforme descrito na se¢éo 8.4.

8.3.2. Ensaios preliminares
Diferentes condigbes foram testadas com objetivo de encontrar aquelas favoraveis a
dissolugao do farmaco na forma farmacéutica capsulas e estao apresentadas na Tabela 8.2

Tabela 8.2. Condigbes testadas durante o desenvolvimento do ensaio de dissolu¢do para
capsulas de flucloxacilina sédica

Variavel Condicoes testadas

Meios de dissolugéo agua
solucéo tampao fosfato de potassio pH 6,8
solucédo de HCI 0,01 M

Agitacao 50, 75 e 100 rpm
Aparato cestos
pas

pas com sinker
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A dissolucao de flucloxacilina sédica capsulas foi avaliada em meio aquoso, acido
(HCI 0,01 M) e em solugédo tampéao fosfato de potassio pH 6,8, pois de acordo com as
Farmacopeias Brasileira (FB 5, 2010) e Americana (USP, 2008) e com o guia Food and
Drug Administration (FDA, 1997) estes sdo os meios frequentemente testados. Todos os
meios estavam em temperatura de 37 + 0,5 °C. Foram avaliados os aparatos 1 (cesto) e 2
(pas) e a pa foi testada com e sem o uso de sinker. O volume dos meios foi 900 mL, sendo
assim, a concentracdo do farmaco nas cubas é prdéxima a 550 uyg/mL, para as cépsulas
contendo 500 mg de FLU sd6dica. Esta condicao obedece a condicao sink, desejavel para
que nao ocorra a saturagao do meio, como acontece de maneira fisiolégica.

Embora nao tenha sido encontrado na literatura dados da FLU sodica para condicao
sink, foi verificado experimentalmente, que em uma solucéo de FLU-SQR na concentracédo
de 2 mg/mL, ndo ocorre saturacdo da solugdo. Portanto, a concentracdo de 550 pg/mL
encontrada na cuba de dissolucao, representa menos que 3% da concentracao testada sem
que ocorra saturacao da solucao.

Inicialmente, os tempos de coletas das amostras foram 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 e 65
minutos. As amostras foram filtradas (através do filtro acoplado ao equipamento), diluidas
para concentracdo de 220 pg/mL com o meio em teste e foram analisadas em
espectrofotdmetro UV Mini 1240 (Shimadzu®, Kyoto, Jap&o) no comprimento de onda de
274 nm. N&o foi realizada a reposicdo do meio de dissolugdo, porém, a massa retirada em
cada coleta e as diluigdes realizadas foram levadas em consideragédo nos calculos dos perfis
de dissolugédo. Durante os ultimos 5 minutos de dissolugdo, a velocidade de rotagéo foi
alterada para 150 rpm nos primeiros ensaios. Esta alteracdo foi realizada a fim de verificar
se todo o farmaco contido nas capsulas foi realmente liberado durante os 60 minutos de
analise.

Os meios de dissolugao foram utilizados como branco para leitura das amostras em
espectrofotébmetro.

Os perfis de dissolugdo utilizando as diferentes condicbes foram ensaiados
empregando trés cubas. Os resultados para cada ensaio podem ser vistos nas Figuras 8.2 a
8.11.
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Figura 8.2. Perfil de dissolucao de capsulas de flucloxacilina sédica utilizando cestos a 50 rpm por 60
minutos e a 150 rpm nos ultimos 5 minutos, e agua como meio de dissolu¢do, analisados por

espectrofotometria na regido do UV.

Figura 8.3. Perfil de dissolucao de capsulas de flucloxacilina sédica utilizando cestos a 75 rpm por 60
minutos e a 150 rpm nos ultimos 5 minutos, e agua como meio de dissolu¢do, analisados por

espectrofotometria na regido do UV.
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Figura 8.4. Perfil de dissolugdo de capsulas de flucloxacilina sédica utilizando cestos a 100 rpm por
60 minutos e a 150 rpm nos ultimos 5 minutos, e 4gua como meio de dissolugdo, analisados por
espectrofotometria na regido do UV.

Figura 8.5. Perfil de dissolugéo de capsulas de flucloxacilina sédica utilizando cestos a 50 rpm por 60
minutos e a 150 rpm nos Ultimos 5 minutos, e solugdo tampao fosfato de potassio pH 6,8 como meio

de dissolucédo, analisados por espectrofotometria na regiao do UV.
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Figura 8.6. Perfil de dissolugcao de cépsulas de flucloxacilina sédica utilizando cestos a 75 rpm por 60
minutos e a 150 rpm nos Ultimos 5 minutos, e solugdo tampéo fosfato de potassio pH 6,8 como meio

de dissolucao, analisados por espectrofotometria na regido do UV.

Figura 8.7. Perfil de dissolugdo de capsulas de flucloxacilina soédica utilizando cestos a 100 rpm por
60 minutos e a 150 rpm nos ultimos 5 minutos, e solugdo tampéao fosfato de potassio pH 6,8 como

meio de dissoluc¢éo, analisados por espectrofotometria na regido do UV.
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Figura 8.8. Perfil de dissolugdo de capsulas de flucloxacilina sédica utilizando pas a 50 rpom por 60
minutos e a 150 rpm nos ultimos 5 minutos, e agua como meio de dissolugdo, analisados por

espectrofotometria na regido do UV.

Figura 8.9. Perfil de dissolugao de capsulas de flucloxacilina soédica utilizando pas a 75 rpm por 60
minutos e a 150 rpm nos Ultimos 5 minutos, e agua como meio de dissolugdo, analisados por

espectrofotometria na regido do UV.

As Figuras 8.10 e 8.11 apresentam os resultados obtidos com duas cubas e a média,
por que os resultados obtidos com a terceira cuba foram descartados devido a problemas
advindos do equipamento.
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Figura 8.10. Perfil de dissolugdo de capsulas de flucloxacilina sédica utilizando pas a 50 rpm por 60
minutos e a 150 rpm nos Ultimos 5 minutos, e solugdo tampéo fosfato de potassio pH 6,8 como meio

de dissolucao, analisados por espectrofotometria na regido do UV.

Figura 8.11. Perfil de dissolugdo de capsulas de flucloxacilina sédica utilizando pas a 75 rpm por 60
minutos e a 150 rpm nos dltimos 5 minutos, e solugdo tampao fosfato pH 6,8 como meio de

dissolucao, analisados por espectrofotometria na regido do UV.

De acordo com os resultados obtidos, ndo houve diferenga na dissolugdo das
capsulas de FLU sédica ap6s 30 minutos de dissolugdo, uma vez que todo o farmaco
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contido nas capsulas foi dissolvido. Portanto, os tempos de coleta foram reajustados para 5,
7,10, 12, 15, 20, 25 e 30 minutos e ndo mais foi modificada a velocidade de rotacao.

O aparato 2 (pas) foi testado com o sinker para os tempos de coleta de 5, 7, 10, 12,
15, 20, 25 e 30 minutos e os resultados dos perfis obtidos utilizando dgua e solugao tampao
fosfato de potassio pH 6,8 empregando 3 cubas para cada ensaio, estdo apresentados nas
Figuras 8.12 € 8.13.

Figura 8.12. Perfil de dissolucao de capsulas de flucloxacilina sédica utilizando pa com sinker a 50 rpm por

30 minutos, e agua como meio de dissolugcio, analisados por espectrofotometria na regido do UV.

A Figura 8.13 apresenta os resultados obtidos com duas cubas e a média, por que os
resultados obtidos com a terceira cuba foram descartados devido a problemas advindos do
equipamento.
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Figura 8.13. Perfil de dissolugdo de cépsulas de flucloxacilina sddica utilizando pa com sinker a 50
rem por 30 minutos, e solugcdo tampao fosfato de potassio pH 6,8 como meio de dissolugao,
analisados por espectrofotometria na regidao do UV.

Nao foram verificadas diferencas significativas nos resultados de cedéncia ao utilizar
pa com sinker e cesto tanto com a agua quanto com a solugao tampao fosfato de potassio pH
6,8 como meios de dissolugdo. Em virtude disso, como cesto é o aparato mais recomendado
para ensaios de capsulas, este foi 0 aparato escolhido para dar continuidade os testes.

Em seguida, também foi testado como meio de dissolu¢do solu¢do de HCI 0,01 M. O
perfil de dissolugdo obtido empregando trés cubas, cesto, 50 rpm e tempos de coleta de 5,
7,10, 12, 15, 20, 25 e 30 minutos € apresentado na Figura 8.14.
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Figura 8.14. Perfil de dissolugédo de capsulas de flucloxacilina sodica utilizando cesto a 50 rpm por 30
minutos, e solugdo de HCI 0,01 M como meio de dissolugdo, analisados por espectrofotometria na
regido do UV.

Em relacéo a solugcao de HCI empregada como meio de dissolu¢do, a Farmacopeia
Americana (USP, 2008) e o guia do FDA para ensaios de dissolucao (FDA, 2008)
preconizam que o0 seu uso reproduz mais fielmente as condigbes encontradas in vivo, no
estdmago. Porém, a FLU apresenta degradacdo neste meio como pode ser visto nos
estudos de estabilidade, secdo 7.2.1.2.1 e também, a solugdo de FLU em HCI 0,01 M
apresentou-se turva apés pouco tempo, inviabilizando o uso do HCI como meio de
dissolugéo.

Como pode ser observado, ao utilizar agua como meio de dissolugdo houve cedéncia
um pouco menor no inicio do teste em relacéo a solugcao tampéo fosfato de potassio pH 6,8.
Este fato torna o uso da 4gua um meio mais discriminatério contribuindo para a sua escolha
como meio de dissolugdo. Outras vantagens do uso da agua séao o baixo custo, facilidade de
obtencéo e o descarte é ecologicamente aceitavel (USP, 2008), mas é importante lembrar a
necessidade de realizar o correto tratamento do farmaco presente no meio de dissolucéo,
antes de descarta-lo.

O uso da 4gua como meio de dissolugcédo tem sido discutido, pois a0 mesmo tempo
que o FDA (FDA, 1997) e a Farmacopeia Americana (USP, 2008) descrevem que a tensao
superficial e o pH podem variar dependendo da fonte da agua, podem variar durante o
ensaio devido a influéncia das substancias presentes na formulacao e podem variar entre os
dias de analise e por isso, este nao seria 0 meio mais adequado. Estes mesmos 6rgaos
preconizam o uso da agua como meio de dissolucao para diversos medicamentos, como por

exemplo, acetaminofeno, associacao de aspirina, cafeina e citrato de orfenadrina, acetato
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de calcio, fluconazol, carbamazepina, cefadroxil (FDA, 2012) e fumarato de bisoprolol,
maleato de desclorfeniramina, hiclato de doxiciclina (USP, 2008) entre muitos outros.

A escolha da agua como meio de dissolugdo para FLU sodica capsulas corrobora
com a literatura, uma vez que a Farmacopeia Americana (USP, 2008) apresenta agua como
meio de dissolucdo para isoxazolilpenicilinas (oxacilina e dicloxacilina) e outras penicilinas
(amoxicilina capsulas e ampicilina cdpsulas). A Farmacopeia Brasileira (FB 5, 2010) também
preconiza agua como meio de dissolugdo para algumas penicilinas (ampicilina em cépsulas
e comprimidos e amoxicilina em capsulas). Tokumura e Machida (2001), ao avaliarem
sistemas de liberagdo para amoxicilina verificaram nos estudos de dissolugdo, que esta
penicilina também foi instavel quando o meio de dissolugao empregado possuia pH 1,2. Fato
este, que nao se repetiu quando o meio de dissolucdo foi a agua. Salem e Alkaysi (1987)
utilizaram agua como meio de dissolucao para ampicilina e cloxacilina em capsulas.

Foi verificado que mesmo quando empregada a menor velocidade de rotacdo, houve
dissolugéo completa das cépsulas de FLU em menos de 30 minutos. A fim de que o método
seja mais discriminatério, a velocidade de 50 rpm foi a escolhida.

As condi¢des que resultaram em método mais discriminativo foram escolhidas e
estdo apresentadas na Tabela 8.3. Este método foi validado por espectrofotometria na
regiao de UV.

Tabela 8.3. Condicbes estabelecidas para o ensaio de dissolugdo para cépsulas de

flucloxacilina sédica

Variavel Condicoes estabelecidas
Meio de dissolucao agua

Agitacéao 50 rpm

Aparato cestos
Tempo de analise 30 minutos

A Figura 8.15 apresenta o perfil de dissolugdo para as oito cubas, empregando as
condicbes estabelecidas na Tabela 8.3.
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Figura 8.15. Perfil de dissolugdo de capsulas de flucloxacilina sédica utilizando cestos a 50 rpm por
30 minutos e 4gua como meio de dissolugéo, analisados por espectrofotometria na regido do UV.

8.4. Validacao

O ensaio de dissolugédo é classificado como um teste de performance (BRASIL,
2003a; ICH, 2005; USP, 2008).

O método de quantificacéo e a dissolucao foram validados de acordo com a literatura
(FDA, 2000; BRASIL, 2003a; ICH, 2005; USP, 2008). Para a dissolucao foram avaliados os
parametros de precisdo, exatiddao e faixa de trabalho. Para o método quantitativo foram
avaliados os parametros de especificidade, linearidade, faixa de trabalho, exatidao, precisao
e robustez.

8.4.1. Preparo das solucdes padrao e amostra
% Para o método de quantificacdao

Foi preparada uma solucdo-mae na concentracdo de 1000 pg/mL, pesando
analiticamente 55,55 mg de FLU-SQR e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL e o
volume foi completado com agua. A correcdo na massa de FLU-SQR foi feita porque a
pureza descrita para este padrao é de 90%. Aliquotas desta solucao foram transferidas para
balées volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com agua, obtendo-se solucdes
com as concentragbes de 178, 200, 222, 244 e 266 pg/mL. Estas solugbes foram
preparadas em ftriplicata. A faixa de variagdo das concentracdes foi testada entre 80 e 120%
da concentracdo de analise, que €, aproximadamente, a concentracado obtida dentro da cuba
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com 900 mL de meio de dissolugcéo e realizada a diluicdo apds a coleta das amostras de
FLU sddica capsulas.

» Linearidade
Para comprovacdo da linearidade, as curvas analiticas foram preparadas e
analisadas durante trés dias. A equacgéo da reta foi determinada através da regressao linear,
pelo método dos minimos quadrados e calculada a analise de variancia (ANOVA), para
andlise de parametros estatisticos. Também foi avaliado o coeficiente de correlagao.

» Preciséao

A preciséo foi avaliada por meio da repetibilidade e precisao intermediaria.

Para o ensaio de repetibilidade, sete réplicas da solucdo de FLU-SQR com
concentracao de 222 ug/mL foram preparadas sob as mesmas condicbes experimentais,
mesmo analista e no mesmo laboratério e, foram analisadas. O coeficiente de variacdo
percentual (CV%) entre as analises foi calculado.

A precisao intermediaria foi avaliada por meio do célculo do coeficiente de variagéo
percentual (CV%) obtido na andlise de sete réplicas da solucdo de FLU-SQR com
concentracdo de 222 ug/mL preparada em trés dias consecutivos.

Também foi realizada a analise entre analistas diferentes no mesmo dia e o
coeficiente de variacao percentual (CV%) foi calculado para as respostas obtidas para as

sete réplicas da solucao de FLU-SQR preparadas pelos diferentes analistas.

» Exatiddo

A exatiddo foi determinada pelo ensaio de recuperagéo, utilizando o método de adigéo
de padrao. O teste de recuperagao foi realizado adicionando trés niveis de concentragao, 80
(Ry), 100 (R2) e 120% (Rs), em relacao a concentracao de trabalho, de solucao de FLU-SQR
as amostras. O ensaio foi realizado em triplicata nas concentracoes de 178; 222 e 266
Mg/mL. A porcentagem de recuperacao foi calculada para cada nivel de concentracao. Desta
maneira, é possivel avaliar a exatiddo do método em determinar o teor de amostras com
concentracdes pre-determinadas. As amostras foram preparadas de acordo com a Tabela
8.4.
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Tabela 8.4. Preparo das solugbes para o teste de recuperacdo do método
espectrofotométrico na regido do UV

Volume adicionado de Volume adicionado de =~ Concentracao tedrica
amostra (1000 pg/mL) (mL) FLU-SQR (200 pg/mL) final (ug/mL)
(mL)
A 1,00 - 100
R, 1,00 0,780 178
R 1,00 1,220 222
R; 1,00 1,660 266
SQR - 1,00 100

*diluida em baldo volumétrico de 10 mL; **cada nivel de concentragao foi preparado em ftriplicata.

A percentagem de FLU soddica recuperada (R%) foi calculada utilizando-se a
Equagéo 2, descrita na se¢ao 5.1.6.3.1 (AOAC, 2002).

» Robustez
Para o teste de robustez, a solugdo de FLU-SQR preparada na concentragéo de 222
pMg/mL foi analisada em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 272 e 276 nm e o
teste tde Studentfoi realizado para analise dos resultados.

% Para o método de dissolucao

» Preciséao

A precisao foi avaliada por meio da repetibilidade e precisao intermediéria.

A repetibilidade foi avaliada através da dissolucdo da FLU sbdica capsulas de 500
mg empregando oito cubas e o coeficiente de variagdo percentual (CV%) foi calculado.

A precisao intermediaria foi avaliada através da dissolucdo da FLU sédica capsulas
de 500 mg, empregando oito cubas, em trés dias diferentes e o coeficiente de variagéo
percentual (CV%) entre as cubas foi calculado.

Também foi realizada a analise entre analistas diferentes no mesmo dia e o
coeficiente de variacao percentual (CV%,) foi calculado para as respostas obtidas quando o
sistema de dissolucao (preenchimento das cubas e preparado da solucdo de FLU-SQR na

concentracao de 222 ug/mL) foi preparados pelos diferentes analistas.
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» Exatidao

A exatidao foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, utilizando o método de
adicdo de padrao. O teste de recuperagdo foi realizado adicionando trés niveis de
concentracao, 80 (R;), 100 (R.) e 120% (R3), em relacdo a concentragcao de trabalho, de p6
de FLU-SQR ao pool das capsulas. O ensaio foi realizado em triplicata nas concentragbes
de 178; 222 e 266 pg/mL. As substancias FLU-SQR e FLU-cpsulas foram adicionadas as
cubas e o sistema foi submetido as condigbes padronizadas. A porcentagem de
recuperacao foi calculada para cada nivel de concentracdo utilizando a Equacao 2, descrita
na secao 5.1.6.3.1 (AOAC, 2002). De acordo com ICH (2005), valores de recuperacao entre
95 — 105% da quantidade adicionada satisfazem este parametro para testes de dissolucao.
Desta maneira, € possivel avaliar a exatiddo do método em determinar o teor de amostras
com concentragfes pré-determinadas. As amostras foram preparadas de acordo com a
Tabela 8.5.

Tabela 8.5. Preparo do teste de recuperacdo do ensaio de dissolugdo para capsulas

flucloxacilina sédica

Massa adicionada de Massa adicionada de Concentracao tedrica
amostra (mg)* FLU-SQR (mg)* final (ug/mL)**
A 102,114 - 100
R, 102,114 78,000 178
R, 102,114 122,000 222
R; 102,114 166,000 266
SQR - 1000 100

*adicionada em cada cuba; **cada nivel de concentragéo foi preparado em triplicata.

8.5. Resultados

X Método de quantificagdo por espectrofotometria na regiao do UV

» Especificidade
A especificidade do método quantitativo foi avaliada através da comparacao dos
espectros obtidos para solucdo FLU-SQR, FLU-capsulas e placebo. Os resultados foram

apresentados na Figura 8.1, secéo 8.2.
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» Linearidade
A curva analitica de FLU-SQR (Figura 8.16) foi construida com a média dos valores
de absorvancia de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade. A
regressao linear da curva analitica obtida pelo método dos minimos quadrados foi analisada
estatisticamente pela ANOVA e os resultados estao apresentados na Tabela 8.6.

Tabela 8.6. Andlise de variancia das absorvancias determinadas na obtencdo da curva
analitica de FLU-SQR pelo método espectrofotométrico na regidao do UV, para o ensaio de
dissolucao das capsulas de flucloxacilina sédica

Fontes de variacado GL soma dos quadrados variancia Feaic Fiab
entre doses 4 0,08810 0,02205 1391,69* 3,48
regressao linear 1 0,08816 0,08816 5565,06* 4,96
desvio de linearidade 3 0,00003 0,000009 0,5713 3,71
residuo 10 0,00016 0,000016 - -
total 14 0,08835 - - -

*Significativo para p<0,05; GL = graus de liberdade.

A equacgao da reta obtida foi y = 0,002x + 0,013 e o coeficiente de correlagao (r) foi
0,9999. A curva analitica € apresentada na Figura 8. 16.

0,8 -
07 | y=0002x+ 0,013

0,6 1 r=09999
0,5 -

0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

u T T T T T T 1

0 40 a0 120 160 200 240 280

Absorvancia

Concentragdo (ug/mL)

Figura 8.16. Curva analitica de flucloxacilina sédica obtida no teste de linearidade para a

quantificacdo da dissolugao por espectrofotometria na regido do UV.

» Precisao
A repetibilidade forneceu CV% de 0,33%.
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Para a precisao interdias foi obtido CV% de 1,17% e para precisado entre analistas, o
CV% foi de 0,95%.

» Exatidao
A exatiddo do método foi comprovada através da andlise de solugdes em trés
concentracdes pré-estabelecidas. Os valores encontrados no teste de recuperacao de FLU
sédica utilizando espectrofotometria na regido do UV estdo na Tabela 8.7.

Tabela 8.7. Teste de recuperacdo do método espectrofotométrico na regido do UV para o
ensaio de dissolucao das capsulas de flucloxacilina sodica

FLU sdédica SQR FLU sédica SQR Recuperacao Recuperacao Ccv

adicionado encontrada (%) média (%) (%)**
(ng/mL) (ng/mL)*

R, 78 77,19 98,96 0,87

R, 122 121,05 99,22 98,93 0,33

R; 166 163,69 98,61 0,79

*cada valor é a média de trés determinacdes; **CV(%) = coeficiente de variacdo percentual.

» Faixa de trabalho
A faixa de trabalho resulta dos ensaios de precisdo e exatiddo. Desta maneira, a
faixa linear de trabalho, precisa e exata para o método analitico espectrofotométrico para
dissolucéao de flucloxacilina sédica capsulas encontra-se entre 178 e 266 ug/mL.

» Robustez
O teste t de Student demonstrou que ndo ha diferenca significativa entre os
resultados quando as leituras foram realizadas em comprimento de onda menor, porém, aos
serem realizadas em comprimento de onda maior, houve diferencga significativa nos valores
de absorvancia encontrados, conforme apresentado na Tabela 8.8, demonstrando que deve
haver cuidado ao selecionar o comprimento de onda e que o equipamento deve estar

calibrado para as analises.
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Tabela 8.8. Avaliacdo da robustez do método espectrofotométrico na regiao do UV para o
ensaio de dissolucao de cépsulas de flucloxacilina sddica

A (nm) tcalc ttab
272 0,70 2,18
276 23,51 2,18

tcalc = t calculado; ttab = t tabelado; *significativo para p < 0,05.

» Calculo do teor de flucloxacilina sédica nas capsulas
O teor obtido para as capsulas de flucloxacilina sédica através do método
espectrofotométrico na regido do UV foi de 108,68% ou 543,42 mg.

<> Meétodo de dissolucao (performance)

A dissolucao foi validada através do método quantitativo por espectrofotometria na
regido do UV na faixa linear previamente estabelicida de 178 a 266 yg/mL, sendo que a
concentragcdo do produto FLU sédica capsulas 500 mg, na concentracdo de 220 pg/mL,
obtida pela diluicdo realizada apds a coleta da cuba de dissolugdo contendo 900 mL de
meio, equivale a 100% analitico.

» Precisdo

A repetibilidade entre as oito cubas encontrou cedéncia média de 114, 82%, apos 30
minutos de dissolugao, e o coeficiente de variacao percentual (CV%) foi de 1,89%.

A precisao intermediaria empregando oito cubas, encontrou valor de cedéncia médio
de 114,60% e o coeficiente de variagao percentual (CV%) foi de 1,68%.

A precisédo entre analistas encontrou valor de cedéncia médio de 114,82% e o
coeficiente de variagao percentual (CV%) foi de 1,66%. Os resultados estdo apresentados
nas Tabelas 8.9 a 8.11, demonstrando que o método possui boa preciséo.

Tabela 8.9. Repetibilidade para o ensaio de dissolu¢ao de capsulas de flucloxacilina sédica,
500 mg, por espectrofotometria na regido do UV

Cubas
Cedéncia CV
1 2 3 4 5 6 7 8 média  (%)*
(%) total

110,88 113,87 111,91 113,55 115,00 114,06 111,27 108,57 114,82 1,89

*CV(%) = coeficiente de variagao percentual.
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Tabela 8.10. Precisao intermediaria (interdias) para o ensaio de dissolugao de flucloxacilina
sédica, 500 mg, por espectrofotometria na regido do UV

Cubas
Cedéncia CV
Dia 1 2 3 4 5 6 7 8 média  (%)*
(%) total

1 110,88 113,87 111,91 113,55 115,00 114,06 111,27 108,57 114,82
2 113,61 113,31 116,36 114,25 112,57 114,29 113,09 116,73 114,28 1,68
3 116,52 116,54 117,86 117,00 116,57 115,62 114,91 11597 116,37

*CV(%) = coeficiente de variacdo percentual.

Tabela 8.11. Precisdo intermediaria (entre-analistas) para o ensaio de dissolugdo de
flucloxacilina sédica, 500 mg, por espectrofotometria na regiao do UV

Cubas
Cedéncia cv
A 1 2 3 4 5 6 7 8 média (%) (%)*
total
1 110,88 113,87 111,91 113,55 115,00 114,06 111,27 108,57 114,82 1,66

2 113,03 111,57 114,99 114,51 111,60 113,40 113,33 113,74 113,27

A = analistas; *CV(%) = coeficiente de variagao percentual.

» Exatidao
Foi comprovada através do calculo da porcentagem de recuperacao de FLU sddica.
A andlise de solucgdes foi realizada em trés niveis de concentracées pré-estabelecidas que
foram adicionadas as cubas de dissolucao. Os valores encontrados no teste de recuperacao
de FLU sodica capsulas de 500 mg estao na Tabela 8.12.

Tabela 8.12. Teste de recuperacao para o ensaio de dissolugao de flucloxacilina sodica, 500
mg, por espectrofotometria na regido do UV

FLU sdodica SQR FLU sdédica SQR Recuperacao Recuperacao Ccv

adicionado encontrada (%) média (%) (%)**
(ng/mL) (ng/mL)* total
R, 78 77,82 99,77
R, 122 121,42 99,53 99,60 1,96
R; 166 165,17 99,50

*média de trés determinagdes; **CV(%) = coeficiente de variagao percentual.
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» Faixa de trabalho
E resultante dos ensaios de precisdo e exatiddo. Desta maneira, a faixa linear de
trabalho, precisa e exata que pode ser utilizada no método espectrofotométrico para
dissolucéao de flucloxacilina sodica cdpsulas encontra-se entre 178 e 266 pg/mL.

8.6. Discussao

Como pode ser observado ndo hé interferéncia do excipiente presente na formulagédo em
estudo ou das capsulas vazias, sendo assim, o método espectrofotométrico foi desenvolvido e
validado para as analises do ensaio de dissolucéo para FLU sédica em capsulas.

De acordo com a Farmacopeia Americana (USP, 2008) e o guia do FDA sobre BCS
(FDA, 2000a), um farmaco é considerado altamente sollvel e altamente permeavel quando 85%
ou mais da substancia ativa é liberada em 15 minutos e, o perfil de dissolugéo de produtos com
liberagéo imediata apresenta aumento gradual de 85% a 100% em torno de 30 a 45 minutos. O
tempo das andlises realizadas foi de 30 minutos pois, em torno de aproximadamente, 12
minutos houve cedéncia de aproximadamente 100% da FLU (Figrua 8.15) e a FLU foi
classificada como farmaco Classe 1, com liberagdo imediata.

O método quantitativo foi linear no intervalo de 178,0 a 266,0 ug/mL com coeficiente
de correlagao (r) de 0,9999. A andlise estatistica dos resultados das absorvancias obtidas
na constru¢cdo da curva analitica foi verificada pela analise de varidncia. Os resultados
obtidos com F significativo para regressao (5565,06) e F nao significativo para o desvio da
linearidade (0,57), validam a linearidade do método espectrofotométrico para FLU sddica
(FB 5, 2010).

A exatidao foi comprovada pelo método de adicdo de SQR a amostra, pelo célculo
de recuperacao, no qual foi obtida recuperagdo média de FLU-SQR de 98,93%, pois valores
entre 98 a 102% atendem os requisitos legais deste ensaio (ICH, 2005).

Os dados obtidos para a repetibilidade e precisao intermediaria apresentaram CV%
inferior a 2%, comprovando a precisdo do método proposto, uma vez que a literatura
preconiza CV% menor ou igual a 2,0% (FDA, 1994).

O teor de FLU sbdica encontrado nas capsulas foi, em média, 108,68%, estando
dentro do permitido, que é de 92,5 a 110% (BP, 2010c).

O método espectrofotométrico mostrou-se robusto quando avaliado pelo teste t de
Student, para as analises realizadas em menor comprimento de onda, porém nao foi robusto
quando as andlises foram realizadas em maior comprimento de onda, demonstrando que o
equipamento precisa estar calibrado e cuidado deve ser tomado ao selecionar o

comprimento de onda para as analises.
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O método quantitativo para as andlises de dissolugdo de FLU sédica em cépsulas
mostrou-se adequado, apresentando simplicidade, seletividade, linearidade, preciséo,
exatidao e robustez.

Durante o desenvolvimento do ensaio de dissolugdo diversos meios de dissolucao,
aparatos e velocidade de agitacao foram testados e, de acordo com os resultados obtidos
foram determinadas as condicbes para se estabelecer o método que fosse mais
discriminativo possivel.

O produto FLU s6dia em capsulas apresentou liberacdo imediata, pois em tempo
inferior a 30 minutos houve cedéncia média de 114,60%. Este resulatado foi satisfatorio
pois, como especificado na Resolucdo RE n. 901 (BRASIL, 2003b), farmacos altamente
soluveis podem ser analisados em um anico ponto, com um minimo de 85% de dissolucao
em 60 minutos ou menos é adequado para controle de qualidade entre lotes e garantir a
biodisponibilidade.

A exatidao foi comprovada pelo método de adicao de SQR a amostra, pelo célculo
de recuperacao, no qual foi obtida recuperacéao média de FLU-SQR de 98,93%, pois valores
entre 98 a 102% atendem os requisitos legais deste ensaio (ICH, 2005).

Os dados obtidos para a repetibilidade e precisdo intermediaria apresentaram CV%
inferior a 2%, comprovando a precisdo do método proposto, uma vez que a literatura
preconiza CV% menor ou igual a 2,0% (FDA, 1994).

O método de dissolugao proposto mostrou-se adequado, apresentando simplicidade,
seletividade, precisdo e exatidao, portanto, pode ser empregado como rotina no controle de
qualidade para dissolucao do produto FLU s6dica em cépsulas. Além disso, este ensaio foi
de grande importancia uma vez que na literatura, inclusive em farmacopéias, nao foi

encontrado método de dissolucao para o produto FLU sédica em capsulas.

8.7. Uniformidade de doses unitarias

A uniformidade de doses unitérias foi avaliada uma vez que este € um fator que pode
ter grande interferéncia nos resultados de dissolugao, pois se nao houver uniformidade entre
as unidades de um lote do produto, com certeza os resultados da dissolugdo seréo
imprecisos. Ainda, a uniformidade entre as unidades € importante para garantir a
administracdo de doses corretas ao paciente.

8.7.1. Método

O teste de uniformidade de doses unitarias foi realizado de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (FB 5, 2010), no capitulo de uniformidade de doses unitarias, o qual
preconiza que capsulas de gelatina dura contendo 25 mg ou mais da substancia ativa
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podem ser analisadas com relagcéao a variacao de peso. Sendo assim, dez capsulas de FLU
sbdica foram analisadas em relacdo a variacdo de peso, ou seja, foram pesadas ainda
cheias, foram esvaziadas e pesadas novamente individualmente para determinar o peso de
seu conteudo. Em seguida foi calculado o valor de aceitagdo conforme descrito na
Farmacopeia Brasileira 52 edigdo.

8.7.2. Resultados
O resultado para variacdo de peso das dez capsulas de FLU sdédica estao
apresentados na Tabela 8.13.

Tabela 8.13. Teste de uniformidade de conteudo para capsulas de flucloxacilina sédica, 500

mg

Capsula Peso (g) Peso médio (g) CV (%)*
1 0,5676

0,5706

0,5692

0,5386

0,5642 0,5630 1,66

0,5576

0,5648

0,5636

0,5684

10 0,5655

*CV(%) = coeficiente de variacéo percentual.

© 00 N O o~ W N

O valor de aceitagdo (VA) calculado para 10 unidades de forma farmacéutica sélida,
de acordo com a Farmacopeia Brasileira (FB 5, 2010) € 15. O valor encontrado para as dez
capsulas de FLU sodica, para o critério de valor de aceitacao foi de 10,32. Portanto, o valor
encontrado esta de acordo com o preconizado.

VA = (pesomédio— M + K)* DP Equacéo 24
Em que: VA =valor aceitavel
pesomédio = peso médio de dez capsulas
M =101,5 (valor fornecido pela Farmacopeia Brasileira 52 edigao).
K = 2,4 (valor fornecido pela Farmacopeia Brasileira 52 edi¢ao).

DP = desvio padrao do peso individual — peso médio, calculado para dez capsulas.
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8.7.3. Discussao

O teste de uniformidade de conteudo atende aos requisitos farmacopeicos,
comprovando que as unidades do produto FLU sdédica cépsulas de 500 mg séao
homogéneas, ndo causando imprecisdo ao ensaio de dissolu¢cdo e assegurando que o
paciente recebera mesma dose de FLU sddica durante o tratamento, pelo menos para o lote
analisado.
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9. Discussao Geral

A qualidade total € um requisito importantissimo para farmacos e medicamentos e o
nao atendimento a este requisito tem diversas implicagées, inclusive legais, além de
acarretar piora do estado de saude do consumidor. Assim sendo, uma das maneiras de se
garantir a qualidade total é através do controle de qualidade destes produtos, e, para tal, é
indispensavel o uso de métodos validados.

Métodos analiticos validados sao fundamentais para identificagdo, quantificacao e
avaliacdo de estabilidade de produtos farmacéuticos. Embora a FLU sédica esteja
disponivel no mercado desde a década de 1970, poucos trabalhos na literatura foram
encontrados para sua avaliacdo em formas farmacéuticas. Este produto apresenta
monografia de matéria-prima em compéndios oficiais como Farmacopeia Portuguesa (FP,
2005), Britanica (BP, 2010) e Europeia (EP, 2011). Estes compéndios descrevem método
por CLAE que utiliza como fase mével acetonitrila e solucdo tampao fosfato de potassio
(25:75), pH 5,0. A Farmacopéia Britdnica também apresenta monografia para formas
farmacéuticas inclusive capsulas, e preconiza o mesmo método por CLAE.

Este trabalho teve a preocupacao de desenvolver e validar métodos de analise com
diferentes caracteristicas de qualidade e custo para laboratérios farmacéuticos. Também
foram considerados a simplicidade de execugao, tempo de andlise, custo e a capacidade de
aplicagcdo em estudos de estabilidade, buscando métodos aplicaveis ao controle de
qualidade de rotina em industrias farmacéuticas.

Na analise qualitativa foram realizadas as analises das caracteristicas fisicas, ponto
de fusdo, determinacado de umidade, analise térmica (DSC/TG), cromatografia em camada
delgada, espectrofotometria nas regides do infravermelho e UV, cromatografia liquida de
alta eficiéncia e eletroforese capilar. A partir dos resultados obtidos, foi possivel conhecer
algumas caracteristicas da FLU, sendo possivel estabelecer parametros para identificacao
deste farmaco em produtos farmacéuticos.

Na analise quantitativa foram desenvolvidos e validados cinco métodos analiticos:
doseamento microbiolégico por difusdo em &gar e turbidimétrico, espectrofotometria de
absorcao na regidao do UV, CLAE e eletroforese capilar. As validagbes foram realizadas de
acordo com a literatura que estabelecem diretrizes sobre a validagdo de procedimentos
analiticos (FDA, 1994; FDA, 2000; BRASIL, 2003a; ICH, 2005; USP, 2008; FB 5, 2010; EP,
2011; JP, 2011).

Os métodos microbiolégicos mostraram-se capazes de determinar a poténcia do
farmaco em capsulas através da sua atividade frente aos micro-organismos utilizados. Estes
métodos nao se restringem a determinacao da poténcia do farmaco, mas também permitem

a observacdo de mudancas nas caracteristicas de poténcias das substancias frente ao

Flavia Angélica Mdsquio Fiorentino



Discussdo Geral 254

micro-organismo teste, possuem baixo custo, facilidade de execug¢édo e nao geram residuos
toxicos, quando cuidados de descontaminagdo do material utilizado sdo empregados. O
método turbidimétrico elimina a principal desvantagem dos métodos microbiol6gicos que € o
tempo de ensaio, pois possui tempo de incubacdo de no maximo quatro horas, podendo
assim ser mais facilmente aplicavel em controle de qualidade. Entretanto, estes métodos
ndo sado capazes de identificar os produtos de degradacdo, quando presentes e ha
necessidade de ambiente estéril para realiza¢gdo dos ensaios.

Métodos espectrofotométricos sao amplamente empregados em analises
quantitativas de farmacos por apresentarem boa exatiddo e precisdo, além de custo
relativamente baixo. Quanto a especificidade e seletividade, pode ser feita certa restricao
devido a imensa diversificacao das estruturas quimicas encontradas entre os farmacos e,
talvez por causa disso, o teor encontrado pelo método espectrofotométrico na regiao do UV
para as capsulas de FLU sddica tenham sido maiores em relagdo aos demais métodos
validados e, pelo mesmo motivo ndo pode ser empregado como Unico método para as
andlises de estudo de estabilidade realizadas neste trabalho. O uso de equipamentos
relativamente simples e a utilizagdo da agua como solvente para a realizacao da analise,
somada a facilidade de execugao, constituem vantagens, que justificam o largo emprego
deste método no controle de qualidade.

A cromatografia ocupa lugar de destaque entre os métodos de analise e é
indispensavel para os laboratérios, devido a sua facilidade em efetuar separagéo e
caracterizacdo das espécies quimicas. Existem diversos tipos de cromatografia, mas a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma das mais utilizadas, devido a sua
caracteristica mais importante, que é a elevada eficiéncia atingida. A CLAE utiliza
equipamentos sofisticados que podem ser totalmente automatizados e apresenta
capacidade de realizar separacdes e andlises quantitativas de uma grande quantidade de
compostos presentes em varios tipos de amostras, mesmo em pequenas quantidades, com
alta exatidao, precisdo e sensibilidade. Apesar de apresentar diversas vantagens, a CLAE
possui algumas restrigdes, como, por exemplo, o alto custo na aquisi¢cdo da instrumentacao,
na manutencao das fases moveis de alto grau de pureza e das colunas, além da geragao de
residuos devido ao maior consumo de solventes.

O método de eletroforese capilar (EC) constitui-se em uma técnica complementar a
CLAE e seu uso tem se difundido nos laboratérios analiticos. Exitem alguns tipos de EC e
seus usos se relacionam com as caracteristicas do produto que estd sendo analisado.
Assim como a CLAE, a EC permite separagao, identificagdo e quantificagdo das espécies
quimicas com alta exatidao, precisdo e sensibilidade, utiliza equipamentos sofisticados
totalmente automatizados com elevado custo. Entretanto, o uso de eletrdlitos ao invés de
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solventes organicos é uma vantagem tanto financeira quanto ambiental uma vez que a
geragao de residuos € menor e sdo menos téxicos. Outra vantagem é a possibilidade de ser
utilizada quando a amostra disponivel estd em pouca quantidade, pois as solugdes sao
preparadas em volumes menores pois 0 volume de injegcdo é menor. Porém, o tempo de
andlise pode ser maior quando comparado ao tempo da CLAE, pelo fato de ser necessario
lavar o capilar entre as andlises, enquanto que para CLAE néao é necessério lavar a coluna
entre as analises.

Os métodos validados neste trabalho mostraram-se especificos, uma vez que nao
houve interferéncia do excipiente presente na formulacdo de FLU capsulas. Os métodos por
CLAE e eletroforese capilar mostraram ser indicativos de estabilidade, por serem capazes
de separar o farmaco de seus produtos de degradacao gerados a partir dos estudos de
estresse.

Os métodos validados neste trabalho demonstraram boa linearidade, com
coeficientes de correlagdo préximos da unidade; precisao, com coeficientes de variagao,
inter, entre dias e entre analistas inferiores a 2%; exatiddo, com percentagens de
recuperacao proximas a 100% e robustez, sem problemas para determinagéo do farmaco
guando parametros estabelecidos para os métodos foram modificados.

A FLU sodica em cépsulas é descrita na Farmacopeia Britanica (BP, 2010c) e possui
especificacoes para o seu teor entre 92,5 - 110%. Portanto, todos os métodos desenvolvidos
e validados foram adequados para a determinagéao do teor do farmaco e, demonstra que as
amostras analisadas encontram-se de acordo com o preconizado, comprovando boa
qualidade e seguranca para 0 consumo.

Apesar de o teste de Tukey demonstrar que o método espectrofotométrico possui
diferenca significativa em relagdo aos demais métodos, este fato ndo o invalida, pois todos
os métodos desenvolvidos foram validados de acordo com os parametros requeridos pela
literatura e foram capazer de quantificar ou determinar a poténcia da FLU adequadamente
nas capsulas.

A FLU sédica apresentou degradacao quando submetida aos estudos acelerados e
de longa duragédo da estabilidade, com perda de teor e atividade antimicrobiana e houve
formacao de produto de degradacgdo. Diante destes resultados é importante proteger este
farmaco e medicamentos que o contém destes fatores.

Como pode ser observado, é importante o uso de diferentes técnicas para estudos
de degradacdo, uma vez que a cromatografia foi mais especifica e permitiu a observacao
dos produtos de degradacao formados; a espectrofotometria demonstrou que um ou mais
produto de degradacgao formado possui estrutura similar a FLU e absorve radiacdo UV no

mesmo comprimento de onda, pois o0 teor encontrado foi maior apds as degradagodes e,
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finalmente, o ensaio microbiolégico demonstrou que houve perda de atividade e que os
produtos de degradacéo formados nao possuem atividade, portanto o grupo croméforo néo
€ 0 mesmo que possui atividade bioldgica.

O ensaio de dissolugao para cépsulas de flucloxacilina sédica foi desenvolvido e
validado de acordo com as Farmacopeias Americana e Brasileira. Neste estudo, foi possivel
verificar que a FLU sddica possui liberacdo imediata e, para que o método fosse mais
discriminativo, menor velocidade de agitagéo foi utilizada.

Outros fatores observados nos estudos de dissolucao foram que o uso de sinker nao
alterou resultados para as amostras ensaiadas quando comparados com a sua nao
utilizacdo. A agua foi utilizada como meio de dissolucao, por que a solucao FLU s6dica em
HCI 0,01 M apresentou degradagao como pode ser observado nos estudos de estabilidade.
Ainda, quando a agua foi comparada a solugéo tampao fosfato pH 6,8, apresentou liberacao
um pouco mais lenta no inicio do perfil. O ensaio de dissolugao desenvolvido e validado foi
discriminativo, preciso e exato, podendo ser utilizado na rotina do controle de qualidade de
capsulas de FLU sddica.

A validacdo € um processo continuo de aperfeicoamento com critérios conduzidos
através da aplicacao de requisitos cada mais rigorosos e exigentes a fim de que os produtos
acabados sejam mais seguros e eficazes. Junto com a validagéo, estudos de estabilidades
também tém se tornado imprescindiveis para melhor conhecimento, armazenamento,

distribuicao e seguranca do produto, visando a integridade da saude do consumidor.
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As andlises qualitativas permitiram caracterizar a FLU por meio dos métodos por
andlise térmica, cromatografia em camada delgada, espectrofotometria nas regides do
infravermelho e UV, cromatografia liquida de alta eficiéncia e eletroforese capilar, portanto,
estes métodos mostraram-se adequados para a identificacdo do farmaco no produto
farmacéutico.

Foram desenvolvidos e validados métodos especificos, precisos, exatos e robustos
por espectrofotometria na regidao do UV, cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa e eletroforese capilar fornecendo resultados de acordo com os parametros
preconizados para avaliacao de farmacos em produtos farmacéuticos.

Foram desenvolvidos e validados métodos microbiol6gicos por difusdo em agar e por
turbidimetria, os quais apresentaram parametros de validacdo adequados para
determinacao de poténcia de FLU sédica.

A comparacao dos métodos propostos para determinacado quantitativa de FLU em
capsulas mostrou diferenca estatisticamente significativa, em nivel de significancia de 5%,
entre os métodos por espectrofotometria na regido do UV, métodos microbioldégicos por
difusdo em &gar e turbidimétrico, CLAE e eletroforese capilar, entretanto ao refazer esta
comparacdo sem o método de espectrofotometria na regido de UV, ndo houve diferenga
estatisticamente significativa em nivel de significancia de 5%.

As amostras do p6 das capsulas da FLU nao foram estaveis apdés armazenamento
em camara climatica por 6 meses (40 £ 2 °C/ 75 + 5% UR) e por 24 meses (30 £ 2 °C/ 75 *
5% UR). Nao foi possivel realizar o teste de estabilidade para as capsulas contendo FLU
sbdica, uma vez que os envoltérios de gelatina sdo incompativeis com o alto grau de
umidade estabelecidos pelos guias para tais testes.

O estudo de fotodegradacao demonstrou que a FLU é suscetivel a luz UVC.

Os cinco métodos desenvolvidos e validados neste trabalho auxiliam a rotina do
controle de qualidade das industrias farmacéuticas para uma analise criteriosa do teor de
FLU sddica em capsulas contribuindo para seguranca e eficacia do produto, além de
estabelecer bases para futuros trabalhos cientificos como, por exemplo, elucidar os produtos
de degradacédo formados e avaliar sua toxicidade, verificar a existéncia de polimorfos da
FLU, entre outros.

O ensaio de dissolugdo desenvolvido e validado neste estudo foi discriminativo,
exato e preciso e possui grande contribuicdo para ser utilizado na rotina do controle de
qualidade das industrias farmacéuticas uma vez que nao foram encontrados na literatura,
inclusive em farmacopeias, artigos sobre estudos de dissolugdo para capsulas de FLU
sodica.
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