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RESUMO

A linezolida € o primeiro antimicrobiano da classe das oxazolidinonas
comercializado mundialmente. O espectro de acdo desta molécula envolve a acao
contra bactérias gram-positivas, anaerébias, bem como, Mycobacterium turbeculosis.
Este trabalho teve como objetivo desenvolver métodos analiticos para linezolida,
incluindo métodos fisico-quimicos e microbiolégicos, realizar estudos de dissolucéo e
de estabilidade, bem como dispor de técnicas de identificacdo para linezolida na forma
farmacéutica comprimido e matéria-prima. A andlise qualitativa foi realizada por
cromatografia em camada delgada, espectrofotometria no ultravioleta (UV),
espectrofotometria no Infravermelho (IV), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) e analise térmica, possibilitando a identificagdo das amostras. Os métodos de
andlise quantitativos empregados e validados foram: (i) espectrofotometria no UV a
251 nm, na faixa de concentracdo de 6,0 -16,0ug/mL no qual foram avaliados os
parametros de linearidade, precisdo, exatiddo e seletividade, com teor médio nos
comprimidos de 98,7 %; (ii) CLAE, coluna de Ci3 e fase movel composta por, acido
acético 1%: metanol: acetonitrila (50:25:25, V/V/IV), apresentando ampla linearidade,
precisao, exatiddo e especificidade, com um teor médio obtido nos comprimidos de
101,36 %; (iii) determinag@o da poténcia microbioldgica, pelo método de difusdo em
agar cilindros em placa, utilizando cepas de Bacillus subtilis ATCC 9372, em que o
teor médio nos comprimidos foi 101,96%. Os métodos desenvolvidos nao
apresentaram diferenca estatistica para um nivel de significancia de 1 %. O teste de
dissolucao foi desenvolvido e validado utilizando agua como meio de dissolugéo e péas
a 50 rpm. O perfil de dissolugdo obtido foi satisfatorio, e a cinética de dissolugcdo
calculada. Estudo preliminar de estabilidade de linezolida frente & degradacéo acida,
alcalina, oxidativa, térmica, fotolitica e em camara climatica (40° C/75%) mostrou a
oxidagdo, a alcalinidade, a luz e o estudo em cémara climatica como fatores
importantes de degradacdo. O decaimento do teor de principio ativo foram
determinados apds 0 armazenamento das amostras em camara climéatica e espelhada

com luz-UVC.

Palavras-chave: linezolida, oxazolidinones, validacdo de métodos analiticos, teste de

dissolucao, estudos de fotoestabilidade, produtos de degradacéo



ABSTRACT

The antimicrobial agent linezolid is the first class of oxazolidinonas marketed
worldwide. The spectrum of action of this molecule involves action against gram-
positive bacteria, anaerobic, and Mycobacterium turbeculosis. This work aims to
develop analytical methodos to quantify linezolid, including physical, chemical and
microbiological tests, studies of dissolution and stability, as well as providing technical
guality of identification for tablet and raw material. Qualitative analysis performed by
thin layer chromatography, UV-spectrophotometry, [|V-spectrophotometry, high
performance liquid chromatography (HPLC) and thermal analysis, enabling the
identification of samples. The methods of quantitative analysis employed and validated
were: (i) UV spectrophotometry at 251 nm, in the range of concentration of 6.0-16.0
png/mL which presented linearity, precision, accuracy and selectivityy, with the average
content in tablets of 98.7%, (ii) HPLC, using as stationary phase column of Cig
reversed-phase and mobile phase with the following composition, 1% acetic acid:
methanol: acetonitrile (50:25:25, V/V/V), a wide linearity, precision, accuracy and
specificity, with an average content obtained in tablets of 101.36%. (iii) Agar diffusion
bioassay, using strains of Bacillus subtilis ATCC 9372, with the average content in
tablets of 101,96 %. The results of assays were treated statistical by analysis of
variance (ANOVA) and were found to be linear (r* = 0.9998) in the selected range of
20-80 pg/mL. The proposed methods showed no statistical difference for a significance
level of 1%. The dissolution test was developed and validated using water as a means
of dissolution and blades to 50 rpm. The dissolution profile obtained was satisfactory.
Preliminary study of stability of linezolid in acidic, alkaline, oxidative, thermal, photolytic
and climatic chamber (40C/75%) conditions, showed that oxidation study in the light
exposure and climate chamber as important factors of degradation. The decay of the
content of active principle were determined after storage of samples in a climatic

chamber and mirror with light-UVC.

Keywords: linezolid, oxazolidinones, analytical methods validate, dissolution test,

photostability, degradation products, quality control
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1. INTRODUCAO

As oxazolidinonas sdo uma nova classe de farmacos antimicrobianos, em que a
linezolida é o primeiro farmaco deste grupo aprovado atualmente para ser
comercializado em Vvarios paises, inclusive no Brasil, nas formas farmacéuticas
comprimidos revestidos e solugéo injetavel, com o nome de Zyvox®, pelo laboratorio
Pfizer Ltda. A comercializacao foi liberada pela ANVISA em 06/04/2005. A linezolida
possui farmacocinética com biodisponibilidade oral de aproximadamente 100%. Este
antimicrobiano € especifico para bactérias Gram-positivas, inclusive as bactérias
meticilina-resistentes, como, por exemplo, Staphylococcus aureus. Um fator
importante neste grupo de farmacos é o mecanismo de acéao diferenciado das demais
classes de antibidticos e antimicrobianos, demonstrando resultados satisfatorios na
terapéutica.

Na literatura, sdo encontrados muitos relatos relacionados com sua atividade
farmacologica, mas poucos métodos de analise para o farmaco em formas
farmacéuticas. A maioria dos trabalhos envolve a determinacdo do farmaco em fluidos
biologicos. Por ser um medicamento novo, ha poucos estudos relacionados as
caracteristicas fisico-quimicas, estudo de estabilidade e métodos analiticos.

O controle de qualidade na industria farmacéutica, para determinacgéo do teor de
principio ativo, estudo das caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco, estudos de
estabilidade e de dissolucédo, é de fundamental importancia para garantir a qualidade
do produto final, e, consequentemente, confirmar a qualidade do medicamento
comercializado ao paciente. Apesar da comprovada eficacia e seguranca no seu
tratamento, a linezolida, até entdo, ndo possui um método de andlise padronizado em
compéndios oficiais. Este fato justifica pesquisas nessa area para desenvolvimento e
validacdo de métodos analiticos, bem como a analise quimico-farmacéutica de
comprimidos de linezolida e estudos de estabilidade.

Neste trabalho, foram realizadas analises qualitativas, utilizando

espectrofotometria de 1V e UV, andlise térmica, cromatografia liquida de alta eficiéncia

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira
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e cromatografia em camada delgada, além de andlises quantitativas, com o
desenvolvimento e validacdo de trés métodos analiticos para linezolida em
comprimidos. Foram também realizados estudos do perfil de dissolucédo de linezolida,
bem como estudos de estabilidade dos comprimidos de linezolida, utilizando camara
climatica, com temperatura e umidade controlada, e camara com luz ultravioleta, com
objetivo de verificar o comportamento de degradacdo de linezolida frente a estes

parametros.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.2. OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para determinacéo
gualitativa e quantitativa de linezolida em comprimidos e a avaliacdo da estabilidade

de comprimidos de linezolida.

1.1.2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Avaliar a faixa de fusdo de linezolida substancia de referéncia (SR).

= Desenvolver método por cromatografia em camada delgada (CCD) para
identificacdo de linezolida em comprimidos.

» Realizar andlise térmica e termogravimétrica de linezolida-SQR e linezolida
comprimidos.

= Desenvolver método por espectrofotometria na regido ultravioleta (UV) e na
regido de infravermelho (IV) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
para identificacdo de linezolida em comprimidos.

= Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regido UV para
determinag&o quantitativa de linezolida em comprimidos.

= Desenvolver e validar método por CLAE para andlise quantitativa de linezolida
em comprimidos.

= Desenvolver e validar método microbioldgico para linezolida em comprimidos.

» Realizar analise comparativa dos métodos quantitativos desenvolvidos e
validados para andlise de linezolida em comprimidos.

= Desenvolver e validar método de dissolucao para comprimidos de linezolida.

» Avaliar a estabilidade preliminar de linezolida comprimidos frente a degradacéo
acida, basica, oxidativa, térmica e fotolitica.

= Realizar estudos de estabilidade em camara climatica e na luz UVC.

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira
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2. Revisao da literatura
2.1. Propriedades farmacologicas

O aumento na incidéncia de infec¢cdes causadas por bactérias Gram-positivas
resistentes, incluindo Streptococcus pneumoniae e Staphylococcus aureus resistentes
a penicilina, bem como Enterococcus faecium resistentes a vancomicina, continua
aumentando mundialmente (DOERN et al., 1998). Na década atual, na Inglaterra,
aproximadamente 42% dos isolados clinicos de Staphylococcus aureus sé&o
resistentes a meticilina, comparando com a década anterior, que era de
aproximadamente 2% (REACHER et al.,, 2000). No Japdo, 60% das cepas de
Staphylococcus aureus avaliadas sédo meticilina resistentes (HIRAMATSU et al., 1997).
Na Ameérica Latina, 26,5 % dos isolados clinicos de Staphylococcus aureus sao
meticilina resistentes (MENDES et al., 2003). No Brasil, foram realizados estudos em
hospitais com isolados clinicos de enterococos resistentes a vancomicina e de
estafilococos. A linezolida foi o composto mais ativo pesquisado, mostrando 100 % de
inibicdo contra cepas resistentes (REIS et al., 2001; SADER et al., 2001).

A linezolida possui um espectro de atividade que envolve bactérias Gram-
positivas (YAGI e ZURENKO, 1997; BAUM et al., 2002; BEHRA-MIELLET et al., 2003;
YAGI e ZURENKO, 2003; LIVERMORE, 2003; KRUEGER et al., 2004), enterecocos
multi-resistentes (BOSTIC et al., 1998; MUTNICK et al, 2002; JONES et al., 2007),
Staphylococcus aureus (WILCOX, 2003; JONES et al., 2007), Streptococcus
pneumoniae (JONES et al.,, 2007), Streptococcus pyogenes (LLOYD et al., 2007).
Desde o lancamento de Zyvox® (produto comercial que contém a linezolida como
principio ativo), o monitoramento da atividade de linezolida em alguns continentes
(Europa, Asia, Australia, América Latina, América do Norte), vem sendo realizado. O
objetivo deste monitoramento € verificar o espectro de linezolida, bem como o possivel
surgimento de cepas resistentes. Nas avaliagGes realizadas, 0s microrganismos mais
comumente testados foram: Staphylococcus aureus (54,0%), Staphylococcus

coagulase negativo, enterococos, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus do grupo

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira
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viridans, Streptococcus B-hemoliticos, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium.
Nestes levantamentos, foi verificado que linezolida possuia atividade contra todas as
cepas testadas (BALLOW et al., 2002; ROSS et al., 2005; JONES et al., 2007; ROSS
et al., 2007).

ALCALA e colaboradores (2003) estudaram a atividade de linezolida contra
isolados clinicos de Mycobacterium tuberculosis, susceptiveis ou resistentes a
farmacos de primeira linha utilizados no tratamento da tuberculose. No estudo,
linezolida apresentou atividade in vitro contra todas as cepas testadas, inclusive as
resistentes aos medicamentos utilizados no tratamento da tuberculose. Um trabalho
cientifico que corrobora com esta atividade € o de PASCUAL e colaboradores (2002),
gue pesquisaram a atividade intracelular de linezolida em células fagocitarias e néo
fagocitarias humanas, verificando que este farmaco possui rapida penetragdo nestas
células. Outros trabalhos na literatura ratificam a atividade de linezolida contra
Mycobacterium tuberculosis resistente a varios farmacos (FORTUN et al., 2005;

ERTURAN e UZUN, 2005; LIPPE et al., 2006; TATO et al., 2006).

Devido a elevadas incidéncias de bactérias multiresistentes, o desenvolvimento
de agentes antimicrobianos ou antibidticos efetivos para tratar estas infeccfes tém
sido alvo de intensas pesquisas na &rea farmacéutica. As oxazolidinonas
correspondem a uma nhova classe de agentes antimicrobianos, que possuem um
mecanismo de acgdo Unico, exclusivo dos farmacos desta classe. A linezolida (Figura
2.1) é um inibidor da sintese de proteinas (SHINABARGER et al., 1997), atuando na
interrupcdo que envolve a translagdo da banda N-formilmetionil-RNAt para o
ribossomo 70S. Esta atuacdo é um contraste para 0s outros antimicrobianos no
mercado, com mecanismo de acdo atuando na sintese protéica, possuindo como alvo

a fase de elongacéo na sintese de proteinas (ZURENKO et al., 2001).

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira
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Figura 2.1. Estrutura quimica de linezolida.

O beneficio do novo mecanismo de acdo da linezolida estd no fato que
microrganismos resistentes a outros antimicrobianos ndo apresentam resisténcia para
esta molécula. Foi realizado um estudo que demonstrou claramente que a linezolida
nao possui resisténcia cruzada com outros farmacos que atuam inibindo a sintese
protéica (incluindo macrolideos, cloranfenicol, lincosamidas, aminoglicosideos e
tetraciclina). Neste estudo foram avaliadas cepas isoladas protegidas com 0s genes

gue conferem resisténcia a este antimicrobiano (FINES e LECLERCQ, 2000).

A Figura 2.2 apresenta a relacdo entre estrutura e atividade de linezolida

(BARBACHYN e FORD, 2003):
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Grupo N-aril
essencial para
atividade

Configuracéo 5-s
necessaria para atividade
antimicrobiana

[

- - Grupo essencial para
Fldor no anel fenil a boa atividade

melhora a eficaciae
atividade antimicrobiana

Aumentaa
solubilidade em agua

Figura 2.2. Relacdo estrutura-atividade de linezolida.

O substituinte amino (doador de elétrons) no anel fenil, pode conferir melhor
atividade antimicrobiana e ajuda a manter um bom perfil de seguranca. O fldor confere
uma boa absorcdo oral e aumenta a atividade antimicrobiana. O anel morfolinico
aumenta a solubilidade em agua. A administragdo oral de comprimidos de linezolida
possui biodisponibilidade de quase 100%, e a concentracdo maxima (Cmax) no
plasma, ocorre de 1 a 2 horas apo6s a administracdo oral do comprimido. A linezolida
possui uma baixa ligacdo as proteinas plasmaticas (aproximadamente 31%) e é
livremente distribuida nos tecidos (ELIOPOULOS, 2003). O volume de distribuicdo no
estado de equilibrio em adultos voluntarios saudaveis é de 0,5-0,6 L/kg, aproximando-
se do volume total de agua no corpo, sendo também bem distribuido no tecido

adiposo, 6sseo e muscular (SLATTER et al., 2001).
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O metabolismo da linezolida é relativamente complexo, produzindo dois principais
metabdlitos primérios por oxidagcao no anel morfolinico, resultando em dois metabolitos
inativos, PNU 142300 (Figura 2.3) e PNU 142586 (Figura 2.4) (SLATTER et al., 2001).
A excrecdo é predominantemente pela urina. No estado de equilibrio, 30 % da dose
aparece na urina como linezolida, 40 % como PNU 142586 e 10 % como PNU 142300.
O farmaco puro ndo € encontrado nas fezes, enquanto mais ou menos 6 % da dose

encontrada nas fezes é o metabolito PNU 142586 e 3 % PNU 142300.

HOOLC

OH \7 ¥

N B 0

W

s

A

Figura 2.3. Estrutura quimica do Figura 2.4. Estrutura quimica do

metabdlito PNU 142300 metabolito PNU 142586

Estudos farmacodinamicos tém demonstrado a distribuicdo da concentracédo do
antimicrobiano no corpo humano (ANDES et al., 2002). Ha estudos envolvendo a
penetracao de linezolida no humor aquoso, em seres humanos, apés a administracao
intravenosa. As endoftalmites bacterianas séo infeccdes no olho que requerem uma
intervencéo terapéutica apropriada, pois frequentemente resultam na perda da viséo.
Estas infecgbes sdo causadas principalmente por estafilococos coagulase negativos
(70 %), seguindo por Staphylococcus aureus e outros microrganismos Gram-positivos.
A penetragdo de antibidticos dentro do olho € variavel, pois tanto o humor aquoso e o
vitreo sdo avasculares, e este Ultimo é também isolado da circulacdo sistémica pela
barreira ocular. Neste estudo, os autores demonstraram, niveis significativos dentro do

humor aquoso de olhos humanos nao inflamados ap6s administracédo intravenosa de
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linezolida 600 mg. Duas horas depois da administracdo do antimicrobiano, o humor
aquoso foi aspirado e testado, obtendo-se niveis para concentracdo inibitéria minima

de 90% das cepas de Staphylococcus epidermidis analisadas (VASQUEZ et al., 2004).

PELAEZ e colaboradores (2002) pesquisaram a atividade in vitro de linezolida
contra anaerobios como o Clostridium difficile. Essa bactéria € a maior causa de
infeccbes diarréicas e colites pseudomembranosas em pacientes hospitalizados
(BARBUT et al., 1996). Neste estudo, os autores demonstraram que a linezolida é
ativa contra isolados clinicos susceptiveis e nao susceptiveis aos farmacos
tradicionais. Em estudos realizados em pacientes com disfuncéo renal, verificou-se
gue ndo h& necessidade de alteragdo na dose, destes pacientes, pois o farmaco é
removido por hemodialise (BRIER et al., 2003). GARAZZINO e colaboradores (2007)
relataram o aparecimento de mielosupresséo reversivel, quando o tratamento de
linezolida é prolongado. STANTON e colaboradores (2002) concluiram que a linezolida
causa uma mielosupressao tempo-dependente leve e reversivel. Segundo os autores
0os beneficios do tratamento suplementam o potencial risco, pois a eficaAcia em
infeccbes sérias por bactérias Gram-positivas, principalmente por patdgenos

resistentes a Vvarios antimicrobianos, assegura o tratamento, desde que ocorra

monitoramento sanguineo.

Um tratamento experimental utilizando linezolida e gentamicina em modelos
animais para debelar endocardites ocasionadas por Staphylococcus aureus meticilina-
resistente foi relatado. Os autores concluiram que linezolida juntamente com
gentamicina sdo adequadas para utilizacdo em tratamentos de endocardites
(JACQUELINE et al.,, 2004). Na literatura, foram encontrados alguns relatos da
utilizacdo de linezolida em pacientes com endocardite. Em todos os casos relatados, a
linezolida mostrou-se eficaz no tratamento desta enfermidade (RAVINDRAN et al.,
2003; BASSETI et al., 2004; NATHANI et al., 2005; MUNOZ et al., 2006; WAREHAM

et al., 2006; MYLONA et al., 2007).
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2.2. Propriedades fisico-quimicas
2.2.1. Descricao:
Nome quimico: (s)-N-[[3-[3-fluoro-4(4-morfolinil) fenil]-2-oxo-5-oxazolidinil] metil]

acetamida

Sigla: PNU 100766

Formula molecular: CigH20FN3O4

Massa molecular: 337,35

Ponto de fuséo: 181,5° C — 182,5° C

Numero no Chemical Abstracts: 165800-03-3

Denominagcdo Comum Brasileira: 04150.01-5

2.3. Métodos analiticos para a determinacao de linezolida
A Tabela 2 apresenta os métodos para determinacdo de linezolida em fluidos

biolégicos e formas farmacéuticas.
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Tabela 1. Métodos encontrados na literatura para determinacéo de linezolida em fluidos

biolégicos e forma farmacéutica, utilizando CLAE

Matriz Coluna Fase movel Deteccéo tr* Referéncia
(nm) (min)
Plasma/ tecidos  Kromasil, 150 mm x Agua-acetonitrila 254 10,4 BA etal.,
4,6 mm, C8 (5 um) (80:20) 2007
Plasma/ liquido Zorbax Eclipse Agua com 0,4 % de 254 15,0 TOUTAIN et
broncoalveolar XDBC8 (3 mm x 100 trietilamina:acetonitril al., 2004
mm, 3,5 um) a pH 4,0-gradiente
Plasma Spherimage-80 RP- Tampao acetato de 251 5,0 BUERGER
18 ODS2 5 um, sédio (25 mM, pH et al., 2003
125 mm x 4 mm 5)/ACN 80:20
Soro humano Hypersil 50DS Acido orto-fosférico 254 6,5 TOBIN et al.,
10 mm x 4,6 mm 1%:metanol 30%, 2001
2g/L de é&cido
sulfénico heptano pH
5,0
Fluido de dialise Hypersil 5 ODS Acido orto-fosférico 254 6,0 TOBIN et al.,
peritoneal 10 mm x 4,6 mm 1%:metanol 30%, 2003
2g/L de acido
sulfénico heptano pH
4,5
Plasma/ e Atlantis dC18 column  Acetoniotrila e acido 254/ 292 16,0 CAVAZOS-
tecidos (150 mm x 4,6 mm, e acido trifluoracético ROCHA et
5 um) 0,1%- gradiente al., 2007
Comprimidos Phenomenex 5 um, Metanol:agua (65:35) 240 2,8 BEBAWY,
OoDSs pH 3,5 (4cido 20032
acético)
Matéria-prima e 250x 4,6 mm Método A: hexano:2- 258 15e NARAYANA
forma Chiralpak AD propanol: TFA 20 et al., 2003
farmacéutica (Daicel) 10 pm (80:20:0,1)
Método B:
hexano:etanol:TFA
(65:35:0,1)
Soro humano e  Nucleosil-100 5C18 Acetonitrila:tampéo 250 6,7 BORNER et
urina (125 x 4 mm, 5 um) acetato de al., 2001
sédio:agua
(180:100:720)
ajustado a pH 3,7
Plasma de Zorbax RXCS8, Acetonitrila:agua 251 11,0 PENG et al.,
animais 4,6 x 150 mm, 5 um, (20:80) 1999
Soro e urina Nucleosil C18 Metanol:agua (50:50) 260 18,0 ERLICH et
250 mm x 4,6 mm, al., 2001
5um

*tr — tempo de retencao
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A maioria dos trabalhos encontrados na literatura, envolvendo este farmaco,
esta relacionada a quantificagdo em fluidos biol6dgicos utilizando CLAE (Tabela 3.1) e
eletroforese capilar (KITAHASHI e FURUTA, 2002; KITAHASHI e FURUTA, 2004).
Poucos métodos utilizam a forma farmacéutica comprimidos para desenvolvimento e
validagdo de linezolida.

NARAYANA e colaboradores (2003) validaram um método por CLAE utilizando
coluna quiral para separacdo dos enantibmeros de linezolida. Em 2002, REDDY e
colaboradores, isolaram e caracterizaram impurezas relacionadas ao processo,
utiizando CLAE. BEBAWY (2003b) desenvolveu métodos para determinar a
estabilidade de linezolida na presenca de substancias alcalinas que induziam produtos
de degradacdo. MACCARONI e colaboradores (2008) estudaram técnicas para
identificacdo e quantificacdo das formas polimorficas 1l e IV de acordo com as
informacBes preliminares da patente na literatura. Em 2007, foi desenvolvido e
validado um método em CLAE, utilizando coluna de fase reversa, e um método
espectrofotométrico UV para analise de comprimidos e solucéo injetavel de linezolida
(PATEL et al., 2007).

Os métodos analiticos tém por objetivo fornecer informacgdes confiaveis quanto a
natureza e a composicao dos materiais submetidos a analise. Sabe-se, entretanto que,
um certo grau de variabilidade esté atrelado a todas as avalia¢des. Portanto, um dos
objetivos da garantia de qualidade é manter em patamar minimo esta variabilidade. A
validacdo € parte importante do programa de garantia de qualidade, 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
indastrias farmacéuticas, devendo, também ocorrer conforme as boas préaticas de
laboratério (BPL), do inglés, Good Laboratory Practices (GLP). Nesta década, a
ANVISA, na Resolucdo n® 899, de 29 de Maio de 2003, divulgou aspectos

relacionados a validagdo de métodos analiticos (BRASIL, 2003).
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A escolha do método deve levar em consideracao fatores como sua adequacéo
a substancia analisada, em determinada forma farmacéutica. Precisdo, exatidao,
sensibilidade e especificidade (ERMER, 2001; USP 31, 2008) sdo caracteristicas
fundamentais de um método analitico, porém outras como a disponibilidade de
instrumentos e equipamentos, rapidez, custo reduzido, simplicidade e baixo risco
ocupacional também devem ser consideradas.

As Farmacopéias Americana (USP, 2008) e Britanica (BP, 2001) fazem
referéncia a validagéo analitica de forma destacada, incluindo a definicdo dos termos e
parametros analiticos envolvidos nos ensaios de validacdo. Os atributos do método
analitico ou pardmetros de validacdo estdo descritos em inumeras publicacbes
(VESSMAN, 1996; WOOD, 1999; ERMER, 2001; HEYDEN et al., 2001; PERSON e
VESSMAN, 2001). A ICH (The International Conference on the Harmonization of the
Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use)
estabelece requerimentos em duas diretrizes: no primeiro documento orienta
definicbes de caracteristicas sobre validacdo necessaria para varios tipos de
procedimentos e no segundo documento inclui dados experimentais requeridos e
algumas interpretacdes estatisticas (ICH, 2005).

A introducdo de métodos analiticos exige a adocdo de procedimentos de
validacdo que conferem a confiabilidade necesséria para a aplicacdo das técnicas de
quantificagdo. O desenvolvimento de métodos que permitam quantificar farmacos em
matérias-primas e produtos acabados € fundamental para o controle de qualidade
destes produtos, tanto no ambito da inddstria farmacéutica nacional e internacional,

como em farmécias magistrais publicas e privadas.
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3.1. INTRODUCAO

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢cdes quimicas, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisGes
desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método
analitico gere informacdes confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer
uma avaliacdo denominada validacdo. A validagdo de um método € um processo
continuo que comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de
todo o seu desenvolvimento e transferéncia (RIBANI et al., 2004). Para registro de
novos produtos, todos os érgdos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a
validacdo de métodos analiticos e, para isso, a maioria deles tem estabelecido
documentos oficiais que séo diretrizes a serem adotadas no processo de validacdo

(ICH,1995; BRASIL, 2003; USP 31; 2008).

A descricdo dos pardmetros que podem ser avaliados na validacdo de um
método, segundo USP 31 (2008), ICH (2005) e a Resolucdo n° 899 (BRASIL, 2003),

estao relacionados abaixo:

» Especificidade/seletividade: € a capacidade do método de determinar
exatamente a substéncia em andlise, na presenca de outros componentes,
como impurezas, produtos de degradacdo e excipientes presentes na forma
farmacéutica. Para analise quantitativa (teor) e andlise de impurezas, a
especificidade pode ser determinada pela comparagédo dos resultados obtidos
de amostras (farmaco ou medicamento) contaminadas com quantidades
apropriadas de impurezas ou excipientes e amostras ndo contaminadas, para
demonstrar que o resultado do teste ndo é afetado por esses materiais.
Quando a impureza ou o padrdo do produto de degradacdo nédo estiver

disponivel, podem-se comparar o0s resultados dos testes das amostras
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contendo impurezas ou produtos de degradacdo com os resultados de um
segundo procedimento bem caracterizado (por exemplo métodos
farmacopéicos ou outro procedimento validado). Estas comparacdes devem
incluir amostras armazenadas sob condi¢cbes de estresse (por ex. luz, calor,
umidade, hidrdlise acida/basica, oxida¢ao).

Precisdo: A precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra.
Este procedimento analitico é usualmente expresso como desvio padrao
relativo. A precisdo € considerada em trés niveis: repetibilidade, precisdo
intermediaria e reprodutibilidade.

- Repetibilidade (intra-dia): refere-se ao procedimento analitico realizado no
mesmo laboratério, em curto periodo de tempo, com o0 mesmo analista e
mesmo instrumento.

- Precis@o intermediéria (inter-dia): estad relacionada com variacbes no
mesmo laboratoério, obtidos com diferentes analistas, diferentes dias, diferentes
equipamentos, etc.

- Reprodutibilidade: procedimentos analiticos realizados em laboratérios
diferentes (estudos colaborativos, geralmente aplicado para padronizacdo de

métodos analiticos).

» Exatiddo: A exatiddo de um método analitico € a proximidade dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro.
Pode ser determinada pela aplicacdo do teste de recuperacdo, em que se
adiciona quantidade conhecida de substancia quimica de referéncia na
amostra e calcula-se o percentual recuperado pelo método; pela
comparacdo dos resultados do método proposto com os obtidos por um

método ja caracterizado, cuja exatiddo, tenha sido estabelecida, como por
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exemplo, um método farmacopéico, ou ainda pode ser inferida, uma vez
estabelecida a preciséao, linearidade e especificidade do método.

> Linearidade: E a capacidade de um método analitico demonstrar que os
resultados obtidos séo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado. A linearidade deve ser
realizada com no minimo cinco niveis de concentrac¢des diferentes.

» Limite de deteccdo: € a menor quantidade que uma substancia presente
em uma amostra, pode ser detectada, porém, ndo necessariamente
guantificada, sob as condicbes experimentais estabelecidas. Para

determinacédo do limite de deteccédo, a seguinte formula é utilizada:

LD = 3,30/S

Em que:

6 = inclina¢éo da curva analitica

S = desvio padréo do intercepto

» Limite de quantificagcao: representa a concentragéo mais baixa da substancia
em exame que pode ser determinada com preciséo e exatiddo aceitaveis, sob
as condigcbes experimentais especificadas. Para determinagdo do limite de

guantificacéo, a seguinte férmula é utilizada:

LQ = 10 6/S

Em que:

¢ = inclinacdo da curva analitica

S = desvio padréo do intercepto
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> Robustez: é a capacidade que o método possui em resistir a pequenas
e deliberadas variacbes dos parametros analiticos. Indica sua confianca
durante o uso normal. Para desenvolvimento de métodos espectrofotométricos,
pode-se realizar as seguintes variacbes: variagdo do pH da
solucdo, temperatura e-diferentes fabricantes de solventes. Em métodos
cromatogréficos as seguintes variagdes séo utilizadas para verificar a robustez
do método: variacdo do pH da fase movel,-variagdo na composicdo da fase
movel,-diferentes lotes ou fabricantes de colunas,-temperatura e-fluxo da fase
movel.

A escolha do método deve levar em consideracdo fatores como sua
adequacdo a substancia analisada, em determinada forma farmacéutica. Precisao,
exatiddo, sensibilidade e especificidade sdo caracteristicas fundamentais de um
método analitico (ERMER, 2001; USP 31, 2008), porém outras como a disponibilidade
de instrumentos e equipamentos, rapidez, custo reduzido, simplicidade e baixo risco
ocupacional podem também ser consideradas. A validagdo envolve ndo apenas 0s
procedimentos do processo produtivo, mas todos os métodos empregados no controle
de qualidade, incluindo a comparacdo do método estudado com o método oficial ou
outro método anteriormente validado.

No presente capitulo serdo apresentados os métodos que foram validados
para a determinacdo quantitativa de linezolida, em comprimidos, sendo eles: a
espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV), doseamento microbioldgico e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). Além disso, foram realizados testes

qualitativos para identificacao de linezolida nos comprimidos e matéria prima.
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3.2. PARTE EXPERIMENTAL
3.2.1. Material
3.2.1.1. Substancia de referéncia (SR)

Foi utilizada linezolida, substancia de referéncia, com teor estimado em 99,3% e
identificado pelo lote A-1131-178. Substancia adquirida pela empresa canadense
“Synfine research”. Os certificados de analise encontram-se anexados (anexos 1, 2, 3,
4 e 5). Nome quimico: linezolida (s)-N-[[3-[3-flior-4-(4-morfolinil)-fenil]-2-oxo-5-
oxazolidinillmetil] — acetamida (PENG et al., 1999). CAS: 165800-03-3 e DCB:

04150.01-5.

3.2.1.2. Produto farmacéutico

Foram analisados comprimidos revestidos contendo 600 mg de linezolida (teor
rotulado), sob nome comercial de Zyvox® e identificado pelo lote de numero 44PTJ,
data de fabricagdo 03/2006 e validade 03/2008. Medicamento produzido pelos
Laboratérios Pfizer Ltda (Porto Rico, EUA). Os comprimidos foram adquiridos no
Hospital escola da UNESP de Botucatu.

Formula unitaria: linezolida (600 mg), celulose microcristalina, amido de milho,
amidoglicolato de sdédio, hiprolose, estearato de magnésio, cera de carnalba,
vermelho opaco FGE-15040 corante vermelho (impresséo), opadry® branco YS-1-
18202-A, agua purificada, alcool isopropilico e/ou alcool SD 3A (Bula de Zyvox).
3.2.1.3. Equipamentos

e Agitador de Tubos, PHOENIX, modelo AP56

e Autoclave (PHOENIX)

e Aparelho de ponto de fuséo Logen, modelo LS Il Basic

e Balanca analitica (METTLER, modelo H10).

e Cubetas de quartzo de 1 cm

e Coluna symmetry waters C18, 5um, 250 x 4,6 mm
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Coluna Phenomenex C18, 5um, 250 x 4,6 mm

Cromatégrafo liquido da marca Waters, composto de bomba cromatografica
gradiente binaria Waters 1525, injetor manual Rheodyne Breeze 7725 e
detetor UV-Vis Waters 2487, coluna Symmetry Waters C13 5 um 4,6 x 250 mm
e pré-coluna Symmetry Waters C135 um 3,9 x 20 mm

Espectrofotbmetro Hewlet Packard Mod. 8453, com software chemstation UV —
visivel

Espectrofotdmetro infravermelho (IV) Bomem BM modelo 102

Estufa bacteriolégica (ODONTOBRAS, modelo ECB 1.2)

Estufa de esterilizagdo (NOVA ETICA)

Equipamento SDT Q600 — TA para analise térmica

Membranas de nylon com 0,45 um de diametro de poro

Micropipetas, BOECO

Modulo DSC 2910 (TA Instruments), com taxa de aquecimento programavel de
0,01 a 200° C/min, sensibilidade maxima de 0,2 uw.

Paquimetro (STARRET, modelo digital eletrdnico série 727).

Placas de silica-gel Fas4 (20 x 20 cm), com espessura de 0,25 mm (MERCK)

Seringa HAMILTON, 100uL

3.2.1.4. Solventes, matérias-primas e reagentes

e Agua ultrapura — agua Milli-Q
e Acetonitrila (J.T.Baker)

e Acido acético (MERCK)

e Acido férmico (Synth, Brasil)

e Agarn®11 (Merck, Alemanha)
e Butanol (Synth, Brasil)

e Cloroférmio (Merck, Alemanha)

e Cromatofolhas de silica gel 60 F,s,. (Merck, Alemanha)
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Diclorometano (Merck, Alemanha)

Etanol (Synth, Brasil)
e [Fosfato de potassio monobéasico (Reagen, Brasil)

e Membrana de nylon 0,45 um de didmetro
e Metanol (MERCK)

e Metanol grau HPLC (J.T.Baker)

3.2.2. Analise qualitativa
3.2.2.1. Determinacédo do peso médio dos comprimidos de linezolida

3.2.2.1.1. Método

A determinacdo do peso médio foi realizada conforme a Farmacopéia Brasileira
IV (1988). Foram pesados, individualmente, 20 comprimidos. Para comprimidos

contendo peso médio acima de 250 mg, a variacdo de peso permitida é + 5,0 %.
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3.2.2.1.2. Resultados e discussao

A Tabela 3 relaciona o peso individual de vinte comprimidos com o peso médio e
0 desvio padrao relativo.
Tabela 3. Relacdo do peso individual dos comprimidos de linezolida, o peso médio e o

respectivo desvio padrao relativo

comprimido peso individual peso desvio DPR*
(mg) médio padrédo (%)
(mg)
1 860,9
2 858,0
3 860,0
4 861,7
S 874,9
6 871,6
7 877,4
8 865,7
9 850,1
10 867,0
11 864,7 864,42 6,709349 0,78
12 858,5
13 869,5
14 867,4
15 853,7
16 864,0
17 866,4
18 870,4
19 864,7
20 861,8

*DPR — desvio padréo relativo
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A Figura 3 ilustra a variacdo dos vinte comprimidos de linezolida (LNZ-comp.)

pesados.
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Figura 3. llustracéo da variagdo dos vinte comprimidos de linezolida pesados.

As variagOes de peso dos comprimidos de linezolida encontram-se dentro dos
limites pré-estabelecidos pela Farmacopéia Brasileira (1988). Neste caso, a variacao
permitida € + 5,0%, peso maximo 881,80 mg e peso minimo 847,04 mg. O desvio
padréo relativo (DPR) apresentou um valor dentro das especificagbes. O peso médio
foi realizado para verificar se os comprimidos encontravam-se dentro dos parametros

farmacopéicos.
3.2.2.2. Determinacédo da faixa de fuséo
3.2.2.2.1. Método

Uma pequena quantidade de linezolida-SR (LNZ-SR), previamente dessecada
a 80°C durante 2 horas, foi introduzida em tubo capilar e, posteriormente, inserida na

célula de aguecimento. Foram realizadas trés determinacées.
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3.2.2.2.3. Resultados e discussao

A Tabela 3.1 mostra a faixa de fusdo de LNZ-SR.

Tabela 3.1. Valores do ponto de fus&o obtidos para LNZ-SR.

Ensaio Faixa de fuséo (°C)
1 185°C
2 183°C
3 185°C
média £ e.p.m* 184,3°C + 1,0

e.p.m — erro padrdo da média

O ponto de fusdo é uma avaliacdo fisico-quimica util na identificacdo de

farmacos, pois fornece informagfes do grau de pureza e € utilizada para pesquisar a

presenca de possiveis contaminantes na amostra. Entretanto, esta técnica nao

possibilita a conclusdo definitiva da identidade dos compostos, sendo necessaria a

execucao de testes de identificacdo complementar.

A literatura descreve o ponto de fusdo de linezolida entre 181,5 — 182,5° C

(NARINA e SUDALAI, 2006). Os dados obtidos nestas analises tiveram como ponto de

fusdo médio o valor de 184,3°C. O ponto de fusdo pode ter ficado fora de faixa, pois o

equipamento pode estar descalibrado.

3.2.2.3. Espectrofotometria de absorcdo na regido de infravermelho

3.2.2.3.1. Método

Os espectros foram obtidos com 2,0 mg de LNZ-SR e LNZ-comp., utilizando-se

pastilhas de 150 mg de brometo de potassio dessecado a 105° C durante duas horas.
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3.2.2.3.2. Resultados e discussao

A Figura 3.1 mostra o espectro de infravermelho de LNZ-SR e LNZ-comp., e a

indicacdo das bandas de absorc¢éo caracteristicas.
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Figura 3.1. Espectro de absor¢éo de infravermelho de LNZ-SR e LNZ-comp., com

as bandas caracteristicas de absorcao. As deformacdes das bandas indicadas no

espectro na regido de IV, estao relacionadas na Tabela 3.2.
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A Tabela 3.2 relaciona as deformacdes das bandas indicadas no espectro

de absorc¢ao no infravermelho para LNZ-SR e LNZ-comp.

Tabela 3.2. Bandas do espectro na regido de infravermelho com as respectivas

deformacdes axiais

Banda (cm’ Deformacéo axial Regido (cm™)
1)
A 3300 N-H 3500 — 3220
B 2960 C — H aromatico 3100 — 2990
C 1760 C=0 1760
D 1695 C=0Oligada N 1695 - 1650
E 1500 Deformagéo C=C de 1650 — 1515
aromatico
F 1320 C — N amina aromatica 1360 — 1310
terciaria
G 1210 c-0-C 1200 - 1225

A espectrofotometria no IV € um método de identificacdo de exceléncia no
controle de qualidade de medicamentos. Nos espectros obtidos para LNZ-SR e LNZ-
comp. (Figura 3.1), pode-se observar a semelhanca do espectro de LNZ-comp. com
LNZ-SR, com bandas de absorcao caracteristicas.

A banda A (3300 cm™), nos espectros de LNZ-SR e LNZ-comp., mostra uma
deformacdo axial da ligacdo de N-H. A banda B (2960 cm™) caracteriza-se pela
deformacdo da ligacdo C-H relacionada ao grupo aril. A banda mais intensa no
espectro é a banda C (1760 cm™), que caracteriza o grupo carbonilico (C = 0). A
banda D (1695 cm™) indica a ligacdo de nitrogénio ao grupo carbonila na estrutura

guimica de linezolida (SILVERSTEIN et al., 1994).
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Os dois espectros na regido de IV para as duas substancias foram praticamente
idénticos, confirmando o propdésito desta técnica, que é a identificagcdo da molécula por

comparacdo com um padrao de referéncia.

3.2.2.4. Analise térmica de linezolida

3.2.2.4.1. Método

As amostras, LNZ-SR e LNZ-comp., foram colocadas em frascos de vidro e
secas em estufa a 95°C por oito horas. Foram pesados aproximadamente 20 mg de
cada uma das amostras e colocadas em cadinhos de aluminio para realizacdo das
analises. Cada amostra foi analisada separadamente em aparelho de calorimetria
exploratéria diferencial, previamente calibrado de acordo com o0s seguintes
parametros: razdo de aquecimento de 5°C/minuto; variagdo de temperatura de 30-
200°C e vazdo de ar sintético a 50 mL/minuto. Utilizou-se cadinho de aluminio vazio

no forno de referéncia.
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3.2.2.4.2. Resultados e discussao

SR e LNZ-comp.

ATi(oD

A Figura 3.2 demonstra as curvas obtidas por andlise térmica (DSC) de LNZ-
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Figura 3.2. Curva de DSC de LNZ-SR e LNZ-comp., sob atmosfera de ar

sintético, em razdes de aguecimento de 5°C.
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A Figura 3.3 demonstra as curvas obtidas por termogravimetria (TG) de LNZ-

SR e LNZ-comp.
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Figura 3.3. Curva termogravimétrica de LNZ-SR e LNZ-comp. sob atmosfera de ar

sintético, em razées de aquecimento de 5°C.
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A analise térmica refere-se ao grupo de técnicas nas quais propriedades fisico-
guimicas de uma substéncia sdo mensuradas em funcao do tempo ou da temperatura
enguanto a amostra € submetida a um programa controlado de temperatura (GIRON
et al., 2002). A aplicacdo de métodos térmicos de andlise, em especial a calorimetria
exploratéria diferencial e a termogravimetria, tem sido de fundamental importancia no
estudo de caracterizagcdo, desenvolvimento e controle de qualidade de produtos
farmacéuticos (BUCKTON et al.,, 1991). As principais aplicacdes nessa area tém
visado a caracterizacdo de matérias-primas e produtos acabados (THOMPSON,
2000), caracterizacdo de polimorfismo (IKEDA et al., 2005) determinacdo do grau de
pureza (KSIQZCZAK et al., 2004) e a realizacdo de ensaios de estabilidade e cinética
de decomposi¢cdo (HAN e SURYANARAYANAN, 1999; RODRIGUES et al., 2005).

Atualmente, o recurso da analise térmica no dominio farmacéutico é
consideravel, ndo s6 para o estudo do polimorfismo, mas também pela sua
versatilidade em outras aplicagbes, tais como: (a) Estudos de compatibilidade
farmaco-farmaco e farmaco-excipiente em pré-formulagbes; (b) Estudo de
polimorfismo, compostos de inclusdao e dispersbes soélidas; (c) Determinacdo da
pureza quimica; (d) Estudo de reacdes no estado solido (estabilidade térmica e
parametros cinéticos) e (d) Andlise de formas farmacéuticas soélidas.

Em relacdo a curva de DSC para LNZ-SR, o pico endotérmico que caracteriza
a linezolida encontra-se a 177-179° C. Nao houve diferenca, em relagdo ao pico
endotérmico nos comprimidos, que obteve o mesmo ponto de fusdo. Isto € um
indicativo que ndo héa interacdo farmaco excipiente. A DSC permitiu caracterizar e
identificar linezolida nos comprimidos conforme é observado nas Figuras 3.2. Desta
forma, a DSC pode ser utilizada nas monografias de farmacos em determinagéo da
faixa de fusdo de substancias, permitindo a caracterizagdo quanto a aspectos como
pureza e polimorfismos (GIRON-FOREST et al., 1989). Foi realizada também a andlise
termogravimétrica de LNZ-SR e LNZ-comp. Observando-se a Figuras 3.3, pode-se

concluir que a perda de massa de LNZ-SR e LNZ-comp. sdo praticamente
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insignificantes, em torno de *+ 4,0 %, mostrando-se termoestavel até a temperatura de
180° C.
3.2.2.5. Cromatografia em camada delgada

3.2.2.5.1. Método

As placas utilizadas para identificacdo do farmaco foram cromatofolhas de
silica-gel 60 Fzs4 (20 x 20 cm), com espessura de 0,25 mm, adquiridas comercialmente

e ativadas em estufa a 105° C por uma hora.

Pesou-se 5,0 mg de LNZ-SR, previamente dessecados em estufa a 105°C, por
uma hora, transferindo para baldo volumétrico de 50 mL, dissolvendo a solu¢cdo com

metanol, para obtencéo de solucdo com concentracdo final de 100, pg/mL.

Pesou-se o equivalente a 50,0 mg de linezolida da amostra de comprimidos,
transferindo-os para baldo volumétrico de 50 mL, dissolvendo a solu¢do em metanol,
para obtencdo de solugdo com concentracdo de 1000 pg/mL. Aliquota de 1,0 mL
foram transferidas para baldo volumétrico de 10 mL, para obten¢éo de solu¢cdo com

concentracao de 100,0 pg/mL.

Pesou-se o equivalente a 50,0 mg de LNZ-comp. degradados na luz UVC por
30 dias, transferindo-os para baldo volumétrico de 50 mL, dissolvendo a solu¢cao em

metanol, para obtencédo de solucdo com concentracéao final de 1000 pg/mL.

Foram testados os seguintes sistemas de fases moéveis com solucdo-padrao,
solucdo-amostra e solucdo de amostras degradadas em luz UVC por 30 dias de
linezolida em placas de silica gel 60 F,s,4. Os sistemas testados foram os seguintes:
Sistema 1: cloroférmio : metanol : &cido férmico (18:7:1) V:V:V
Sistema 2: diclorometano : metanol : 4cido acético 5% : agua (3:3:1:3) V:V:V:V
Sistema 3: diclorometano : metanol : acetonitrila : acido acético 5% (6:4:4:2) V:V:V:V
Sistema 4: isopropanol : acido acético : agua (4:1:5) V:V:V

Sistema 5: acido acético 1% : metanol : acetonitrila (50:25:25) V:V:V
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Sistema 6:isobutanol : amoénia:metanol (7:1:2) V:V:V.

Sistema 7: metanol : acetonitrila (70:30) V:V

Sistema 8: metanol : hexano (50:50) V:V

Sistema 9:cloroférmio : metanol (80:20) V:V

Sistema 10: isobutanol : amdnia (9:1) V:V.

Sistema 11: metanol : isopropanol (80:20) V:V

Sistema 12: metanol : acetato de etila (85:15) V:V

Sistema 13: diclorometano : metanol : hidréxido de aménio (6:4:2) V:V:V:V
Sistema 14: n-Butanol : acido acético : agua (40:10:50) V:V:V

Sistema 15: isobutanol : amoénia 25% (9:1) V:V.

Sistema 16: diclorometano : metanol : acetonitrila : acido acético (6:4:2:2) V:V:V:V

Sistema 17: hexano : acetato de etila (50:50) V:V

Para o ensaio, procedeu-se, inicialmente, a saturacdo da placa com o sistema de
fase movel. Com auxilio de seringa de 25 pL foram transferidas as solugbes de LNZ-
SR, LNZ-comp. e LNZ-DEG. para as placas procedendo-se a cromatografia. Apos
migracdo da fase moével, a placa foi retirada da cuba de vidro, deixando o solvente
evaporar. As placas foram reveladas na camara UV, para a comparacdo das manchas
guanto a forma, posi¢cdo e tamanho. Foi determinado o Rf do farmaco em cada

analise.

3.2.2.5.2. Resultados e discussao

A Tabela 3.3 mostra os Rf dos diversos sistemas solventes empregados na

andlise de LNZ-SR, LNZ-comp. e LNZ-DEG.
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Tabela 3.3. Sistemas de fases méveis testados para LNZ-SR, LNZ-comp. e LNZ-DEG.

Sistema solvente LNZ-SR LNZ-comp LNZ-
(Rf) (Rf) DEG.(Rf)
1 cloroférmio: metanol: &cido formico 0,93 0,93 0,58/0,83
(18:7:1)
2 diclorometano: metanol: acido acético 5 0,92 0,92 *
%: agua (3:3:1:3)
3 diclorometano:metanol:acetonitrila:acido 0,90 0,90 *
aceético (6:4:4:2)
4 isopropanol:acido acético:agua (4:1:5) 0,87 0,87 0,62*
5 &cido acético 1%: metanol: acetonitrila 0,85 0,85 0,65
(50:25:25)
6 isobutanol:ambnia:metanol (7:1:2) 0,79 0,79 *
7 metanol:acetonitrila (70:30) 0,77 0,77 0,59
8 metanol:hexano (50:50) 0,75 0,75 *
9 cloroférmio:metanol (80:20) 0,73 0,73 0,61
10 isobutanol:aménia 25% (9:1) 0,71 0,71 *
11 metanol:isopropanol (80:20) v:v. 0,71 0,71 0,58
12 metanol:acetato de etila (85:15) 0,71 0,71 *
13 diclorometano: metanol: hidréxido de 0,71 0,71 *
amonio (6:4:2)
14 n-butanol: acido acético: agua 0,57 0,57 0,46/0,33
(40:10:50) *
15 isobutanol:aménia (9:1) 0,38 0,38 *
16 diclorometano: metanol: acetonitrila; 0,36 0,36 *
acido acético 5% (6:4:2:2)
17 hexano:acetato de etila (50:50) 0,10 0,10 *

*Nao houve separacao dos produtos de degradacéo
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A Figura 3.4 mostra as fotos dos cromatogramas de LNZ-SR, LNZ-comp. e

LNZ-DEG. nos solventes do sistema 1, sistema 2, sistema 5 e sistema 6.

Figura 3.4. Fotos dos cromatogramas de LNZ-SR (1), LNZ-comp. (2), LNZ-DEG (3)

nos solventes dos sistemas 1, sistema 2, sistema 5 e sistema 6.
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A Figura 3.5 mostra as fotos dos cromatogramas de LNZ-SR, LNZ-comp. e

LNZ-DEG. nos solventes do sistema 7, sistema 11, sistema 12 e sistema 15.

Figura 3.5. Fotos dos cromatogramas de LNZ-SR (1), LNZ-comp. (2), LNZ-DEG (3)

nos solventes dos sistemas 7, sistema 11, sistema 12 e sistema 15.
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A Figura 3.6 mostra as fotos dos cromatogramas de LNZ-SR, LNZ-comp. e

LNZ-DEG. nos solventes do sistema 16 e sistema 17.

Figura 3.6. Fotos dos cromatogramas de LNZ-SR (1), LNZ-comp. (2), LNZ-DEG

(3), nos solventes do sistema 16 e sistema 17.

A cromatografia em camada delgada (CCD) € uma técnica flexivel, pois permite
a utilizacdo dos mais variados sistemas eluentes e agentes reveladores, 0s quais sdo

determinados de acordo com as caracteristicas da amostra em teste.

Foi empregada com o objetivo de identificar a linezolida, nos comprimidos, e
também para distinguir linezolida de possiveis produtos de degradagdo do farmaco,
utilizando para isso varios sistemas solventes. A linezolida indica, no UV-longo, uma
mancha bem caracteristica, de intensidade de cor roxa, facilmente identificavel.
Através da andlise da estrutura quimica da linezolida, podemos concluir que é uma

molécula polar, com grupos funcionais organicos bem caracteristicos.
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A maioria dos sistemas solventes testados sdo adequados para identificar a
linezolida em comprimidos, com excec¢do do sistema 17, com Rf = 0,10, sistema
notadamente mais apolar e os sistemas 2 (Rf = 0,92), sistema 3 (Rf = 0,90) e sistema
4 (Rf = 0,87), sistemas muito polares, com valores de Rf muito elevados.

O sistema 17, hexano : acetato de etila (Rf = 0,10) foi testada para identificar um
possivel produto de degradacdo de linezolida mais apolar. Os outros sistemas
solventes possuiam caracteristicas mais polares, devido a isto, os Rfs foram
satisfatorios para estas fases moveis.

Os sistemas testados, com algumas excecdes, apresentaram a capacidade
adequada de identificar linezolida nos comprimidos, mas ndo foram capazes de
identificar produtos de degradacdo nas amostras de comprimidos degradadas frente a
luz UVC. Provavelmente, os produtos de degradacdo formados possuiam estruturas
guimicas muito semelhantes, dificultando a separacdo por CCD. O sistema solvente
cloroférmio : metanol : acido férmico (sistema 1) foi capaz de identificar dois produtos
de degradagdo nas amostras expostas a luz UVC por 30 dias. Neste sistema LNZ-SR
possui Rf = 0,93 e para os produtos de degradacéo Rf = 0,58 e Rf = 0,83. A Figura 3.4
mostra a fotografia deste sistema. O produto de degradacdo com Rf = 0,83 néo se
separou totalmente de LNZ-comp. nesta analise.

O sistema acido acético : metanol : acetonitrila (sistema 5) mostra Rf para LNZ-
SR equivalente a 0,85 e para o produto de degradacédo Rf = 0,65. A Figura 3.4 mostra
0 cromatograma do sistema solvente metanol : acetonitrila (sistema 7) com Rf = 0,77
para LNZ-SR e Rf = 0,59 para o produto de degradacdo. O sistema solvente
cloroférmio : metanol (sistema 9) obteve para LNZ-SR Rf = 0,73 e para LNZ-DEG. Rf =
0,61. O dultimo sistema solvente com capacidade de diferenciar os produtos de
degradacéo formado foi metanol : isopropanol (sistema 11) com Rf = 0,71 para LNZ-
SR e Rf = 0,58 para LNZ-DEG (Figura 3.5).

Na literatura foram encontrados dois trabalhos com CCD, como objetivo de isolar

o0 produto de degradacdo alcalina desta molécula. BEBAWY (2003a) desenvolveu e

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira



Capitulo III - Validacio de Métodos Analiticos 37

validou dois métodos, um cromatografico e outro espectrofotométrico, na presenca de
um produto de degradacdo alcalina, sendo isolado por CCD, utilizando como fase
movel isobutanol : aménia 25% (9:1). Tentou-se reproduzir esta fase modvel para
separacao dos produtos de degradacdo formados pela luz UVC, mas ndo se obteve
sucesso.

A CCD apresenta-se como uma importante ferramenta, com a qual é possivel
identificar a maioria das moléculas farmacéuticas. Além disso, é de facil execucédo e
compreenséo, versétil e de baixo custo. O método por CCD desenvolvido demonstrou
ser adequado para a identificacdo de linezolida na forma farmacéutica, e o melhor
sistema desenvolvido e adequado para identificacdo de produtos de degradacéo foi o

sistema 1.

3.2.3. Analise quantitativa

3.2.3.1. Espectrofotometria na regido ultravioleta

3.2.3.1.1. Espectro de absorcdo de LNZ-SR

O espectro de absorcdo de LNZ-SR foi obtido em &gua ultrapura, em
concentragao de 20 pg/mL na regido UV. As leituras foram realizadas entre 200-400
nm em espectrofotometro Hewlet Packard Mod. 8453, com software chemstation UV —
visivel, utilizando-se cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico. O espectro de
absorcao no ultravioleta de LNZ-SR foi obtido em vérios solventes: agua ultrapura,
metanol, etanol, tampé&o fosfato pH 6,0, 7,4 e 8,0, acido cloridrico 0,1 M e hidréxido de

sédio 0,1 M, em concentracdo de 20 pg/mL.

A identificacéo de linezolida nos comprimidos foi realizada por sobreposicao dos
espectros obtidos (LNZ-SR e LNZ-comp.) e comparagdo quanto ao seu peffil

caracteristico e comprimentos de onda.
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3.2.3.1.1.2. Resultados e discussao

A Figura 3.7 ilustra o espectro de absor¢ao na regido UV de LNZ-SR com

concentracdo de 20 ug/mL em agua ultrapura, HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M.
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Figura 3.7. Espectro de absorcdo de solugdo de LNZ-SR, na concentracdo de 20
ug/mL, por espectrofotometria na regido do UV, utilizando &gua ultrapura, HCI 0,1
M e NaOH 0,1 M.

O espectro de absorcéo na regido UV de LNZ-SR em metanol e etanol com
concentracdo de 20 ug/mL, esté representado na Figura 3.8 e em tampao fosfato

pH 6,0, 7,4 e 8,0 na Figura 3.9.
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Figura 3.8. Espectro de absorgéo de solugao de LNZ-SR, na concentracdo de 20
ug/mL, por espectrofotometria na regido do UV, utilizando metanol e etanol, com
comprimento de onda maximo de 256 nm.
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Figura 3.9. Espectro de absor¢éo de solucdo de LNZ-SR, na concentracéo de 20
ng/mL, por espectrofotometria na regido do UV, utilizando tampéao fosfato pH 6,0,
7,4 e 8,0, com comprimento de onda maximo em 251 nm.

A Figura 3.10 mostra os espectros sobrepostos de LNZ-SR e LNZ-comp. em

agua em concentracao de 12 ug/mL.
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Figura 3.10. Espectros sobrepostos de LNZ-SR e LNZ-comp., em agua ultrapura na

concentracdo de 12 ug/mL, com comprimento de onda maximo em 251 nm.
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A espectrofotometria na regido do ultravioleta engloba uma série de aplicacdes
na analise farmacéutica, destacando-se a identificacéo e quantificacdo de farmacos, a
determinacdo do pKa, a determinacdo dos coeficientes de particdo e solubilidade, e a
determinagdo da liberagdo da substancia ativa de uma formulacdo, como, por
exemplo, no teste de dissolu¢cdo (WATSON, 1999). O farmaco mostrou-se soluvel em
agua, metanol, etanol, HCl 0,1 M e NaOH 0,1 M. Em NaOH 0,1 M, LNZ-SR apresentou
um espectro de absorcdo sugestivo de degradacdo alcalina (Figura 3.7), pois,
observa-se uma menor absorcdo e a formacdo de um pico em comprimento de onda
de aproximadamente 214 nm. O pico de absor¢do maxima em HCI 0,1 M (244 nm)
apresentou um deslocamento hipsocrdmico, em relagcdo a absor¢cdo em agua (251
nm). Isto ocorre, provavelmente, devido ao efeito auxocrémico do solvente (HCI 0,1 M)
sobre o cromoforo.

O metanol e o etanol apresentaram o mesmo comprimento de onda e um
deslocamento batocrémico, em relacdo a absor¢cdo méxima em agua (Figura 3.8). A
absorcéo em solucdes tampéo fosfato pH 6,8, 7,2 e 8,0, demonstraram mesmo pico de
absorcdo maxima de LNZ-SR em agua (Figura 3.9). Neste caso, observa-se, que, em
tampéo fosfato pH 8,0, ha uma maior absor¢cdo de linezolida. Os espectros de
absorcao obtidos na andlise de LNZ-SR e de LNZ-comp., em agua, demonstraram
perfis similares, sugerindo a mesma identidade das amostras (Figura 3.10). Os
espectros obtidos nos diferentes solventes foram todos satisfatorios, mas em agua
observa-se um espectro bem caracteristico, em comprimento de onda adequado, em
qgue nao se verifica a interferéncia de solventes nas analises. Neste caso, preconizar a
agua como solvente de escolha para identificacdo de linezolida em comprimidos seria

a opgao mais adequada.
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3.2.3.1.2. Método

Para validacdo do método por espectrofotometria na regido UV foram
determinadas as seguintes caracteristicas:

- Linearidade: seis niveis de concentracdo foram avaliados. As curvas foram
obtidas em trés diferentes dias.

- Precisdo: foram realizadas seis analises de linezolida nas amostras com
concentracdo tedrica de 12 pg/mL, no mesmo dia e sob as mesmas condi¢cdes
experimentais. A precisdo do método foi avaliada pelo desvio padrdo relativo de
linezolida.

- Preciséo intermediéria: foi avaliada pela realizacdo de andlises das amostras
por diferentes analistas e em trés diferentes dias.

- Exatidao: foi determinada pelo teste de recuperacao.

- Especificidade: foi avaliada pela possivel interferéncia dos excipientes na
determinagdo quantitativa de linezolida e foram comparados os espectros de absorcdo
obtidos do farmaco e dos excipientes presentes nos produtos farmacéuticos.

- Limite de deteccdo e limite de quantificacdo: foram determinados pelas
equacdes indicadas pelo ICH (1996).
3.2.3.1.2.1. Obtencao da curva de Ringbom

A curva de Ringbom foi obtida com o objetivo de estabelecer a faixa de
concentracdo na qual o método espectrofotométrico na regido UV apresentava
linearidade. Foram pesados, 10,0 mg de LNZ-SR, previamente dessecados em estufa
a 105°C durante uma hora e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL. A
substancia foi dissolvida em agua e mantida em ultrassom por 10 minutos. O volume
do bal&do foi completado, obtendo-se solugdo com concentragao final de 100,0 pg/mL.
A partir desta solucédo, foram transferidas aliquotas para baldes volumétricos, obtendo-
se a curva com 19 pontos, com concentracdes variando de 1,0 a 40,0 pg/mL de LNZ-
SR. A curva de Ringbom foi obtida plotando-se os valores de transmiténcia e de

concentracdo em escala logaritmica.

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira



Capitulo 11l - Validagao de Métodos Analiticos 42

3.2.3.1.2.2. Obtencao da curva analitica para linezolida utilizando agua

Para a obtencdo da curva analitica, foram pesados 10,0 mg de LNZ-SR,
previamente dessecados em estufa a 105°C durante uma hora, transferidos para baldo
volumétrico de 100 mL, dissolvidos em &gua ultrapura e mantidos em aparelho de
ultrassom por 10 minutos, para melhor solubilizacdo. Com a utilizacdo de micro-bureta
foram obtidas solu¢bes com concentracdes de 6,0 a 16,0 ug/mL de linezolida-SR. As
leituras das solucbes foram efetuadas a 251 nm, utilizando &gua ultrapura como
branco. A curva analitica foi construida em trés diferentes dias e em triplicata,
utilizando o programa Origin 5.0. A representacao grafica da equacao da reta foi
determinada pela analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. As
absorvancias utilizadas na determinacdo da curva analitica foram estatisticamente

avaliadas pela analise de variancia (ANOVA).

3.2.3.1.2.3. Determinagéao dos limites de deteccédo e de quantificacdo
O limite de deteccdo (LD) e limite de quantificacdo (LQ) de linezolida foi
determinado a partir das trés curvas analiticas obtidas, utilizando-se os dados de

desvio padréo do intercepto e inclinagdo média (ICH, 2005):

3.2.3.1.2.4. Determinacao de linezolida nos comprimidos

Foram pesados 20 comprimidos para a determinagdo do peso médio, o qual foi
equivalente a 864,42 mg. foi pesado o equivalente ao peso médio dos comprimidos,
triturado e transferido para baléo volumétrico de 1000 mL. Foram adicionados 500 mL
de agua ultrapura e a solucao foi mantida em aparelho de ultrassom por 20 minutos. O
volume foi completado para a obtengéo de solugdo com concentracdo de 600,0 pg/mL.
Foram transferidas aliquotas de 10,0 mL para baldes volumétricos de 100 mL e o
volume completado com agua (concentracao tedrica de 60,0 pg/mL). Desta solucao,

foram retiradas aliquotas de 5,0 mL para baldes volumétricos de 25 mL e os volumes
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foram completados com &gua para a obtencdo de solugbes com concentracdes
tedricas de 12,0 ug/mL. Este procedimento foi realizado em triplicata.

As leituras das solucdes foram realizadas em espectrofotdbmetro a 251 nm,
utilizando-se cubetas de quartzo com 1 cm de caminho éptico empregando agua como

branco.

3.2.3.1.2.5. Exatiddo do método proposto

Foi preparada solucdo de LNZ-SR com concentracdo de 10,0 pg/mL. As
solugBes da amostra foram preparadas com concentracdo de 60,0 ug/mL, a partir da
solucéo de linezolida em comprimidos com concentracdo de 600,0 pg/mL. As solucdes
foram transferidas para baldo volumétrico de 25 mL, completando-se o volume com
agua ultrapura. A Tabela 3.4 relaciona as concentra¢des das solucdes obtidas para o

teste de recuperacado de LNZ-SR usando método espectrofotométrico na regido UV.

Tabela 3.4. Concentracdo das solu¢des do teste de recuperacao aplicado a amostra

de linezolida usando método espectrofotométrico na regido UV a 251 nm

Solucdo amostra 60 pg/mL Solucdo LNZ-SR Concentracao
(mL) 10 pg/mL (mL) (Mg/mL)
A 5,0 - 12,0
R; 5,0 1,0 12,4
R, 5,0 2,0 12,8
Rs 50 3,0 13,2
=) - 6,0 12,0

3.2.3.1.2.6. Avaliacdo da especificidade
Foi preparada solu¢cdo de LNZ-SR na concentracdo de 12,0 ug/mL em agua.
Paralelamente, uma solu¢cdo contendo 0s excipientes presentes nos comprimidos, foi

preparada em agua utilizando diluicdo equivalente a solucdo de LNZ-SR, em
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conformidade com o peso médio dos comprimidos. A composi¢cdo dos excipientes

encontra-se na Tabela 3.5.

Tabela 3.5. Composi¢cédo da amostra dos excipientes

Excipiente Percentual (%)*
amido de milho 10
celulose microcristalina 80
estearato de magnésio 1
amidoglicolato de sédio 4
hipromelose 2

*Determinadas de acordo com as especificacbes de concentragbes porcentuais
médias descritas para cada excipiente (KIBBE, 2000)

As solucdes preparadas para o teste foram colocadas em banho de ultrassom
por 20 minutos. Os espectros de absorcdo foram comparados, verificando a possivel

interferéncia dos excipientes na determinacao do teor de linezolida.

3.2.3.1.3. Resultados
3.2.3.1.3.1. Curva de Ringbom de linezolida

A Tabela 3.6 relaciona os valores utilizados na construcdo da curva de
Ringbom para LNZ-SR utilizando 4gua ultrapura como solvente e a Figura 3.11, a

curva de Ringbom correspondente.
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Tabela 3.6. Valores obtidos para construcéo da curva de Ringbom para LNZ-SR

Volume da solucdo de LNZ-SR Concentracéao 100-T%
100pg/mL (mL) (ug/mL)
0,1 1,0 12,89
0,2 2,0 24,13
0,3 3,0 33,15
0,4 4,0 41,24
0,5 5,0 48,92
0,6 6,0 57,13
0,7 7,0 62,41
0,8 8,0 68,95
0,9 9,0 71,88
1,0 10,0 74,93
1,2 12,0 78,16
1,4 14,0 81,16
1,6 16,0 83,33
1,8 18,0 85,85
2,0 20,0 87,34
2,5 25,0 89,40
3,0 30,0 92,08
3,5 35,0 92,70
4,0 40,0 92,85
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Figura 3.11. Curva de Ringbom para LNZ-SR (concentragéo de 1,0 a 40,0 ug/mL).

3.2.3.1.3.2. Construcéo da curva analitica de linezolida
A Tabela 3.7 mostra os valores experimentais obtidos na construgéo da curva
analitica de LNZ-SR, utilizando agua ultrapura como solvente, e a Figura 3.12 a curva

analitica correspondente.
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Tabela 3.7. Valores experimentais obtidos na constru¢ao da curva analitica para

linezolida

Concentracéao

(ug/mL)

Absorvancia*

Absorvancia

meédia + e.p.m.

Desvio

padréo

DPR%

6,0

0,320
0,330
0,320

0,323 £ 0,0033

0,0057

1,78

8,0

0,437
0,437
0,429

0,434 £ 0,0026

0,0046

1,06

10,0

0,543
0,551
0,540

0,544 £ 0,0026

0,0056

1,04

12,0

0,643
0,654
0,653

0,650 £ 0,0035

0,9358

0,01

14,0

0,763
0,764
0,751

0,759 £ 0,0041

0,0072

0,95

16,0

0,858
0,892
0,881

0,877 £ 0,0100

0,0173

1,97

*Média de trés leituras

e.p.m. - erro padrdo da média
DPR% - desvio padréo relativo
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Figura 3.12. Representacdo grafica da curva analitica das solucdes de linezolida em

concentracdes de 6,0 a 16,0 pg/mL usando o método espectrofotométrico na regido de

ultravioleta a 251 nm.

3.2.3.1.3.3. Analise estatistica

A Tabela 3.8 representa a validade da regressdo linear da curva analitica

calculada utilizando analise de variancia (ANOVA) dos valores de absorvancia obtidos

na curva analitica de linezolida usando o método espectrofotométrico na regido UV.

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira



Capitulo 1II - Validacdo de Métodos Analiticos 49

Tabela 3.8. Analise de variancia das absorvancias obtidas na curva analitica de

linezolida por espectrofotometria na regido UV

Fontes de variacao gL Somados Variancia Fealc Fiab
quadrados
Entre 5 0,634939 0,126988 1596,216* 3,11
Regresséo linear 1 0,63481 0,63481 7979,456* 4,75
Desvio de linearidade 4 0,000129 3,23x 10° 0,405622 3,26
Residuo 12 0,000955 7,96x10°
Total 17 0,635894

*Significativo p< 0,05

3.2.3.1.3.4. Parametros do tratamento estatistico sobre o0s valores experimentais
obtidos para a curva analitica de linezolida
A Tabela 3.9 relaciona os parametros do tratamento estatistico sobre os

valores experimentais obtidos para a curva analitica de linezolida.
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Tabela 3.9. Pardmetros do tratamento estatistico sobre os valores experimentais

obtidos para a curva analitica de linezolida

Parametros Resultados

A (nm) 251

Faixa linear (ug/mL) 6,0-16,0
Equacgédo:y=bx +a y = 0,055x — 0,007
Intercepto (a) + desvio padréao 0,007 £ 0,3168
Inclinacédo (b) + desvio padréo 0,055 £ 0,0275
Limite de detecc¢édo (ug/mL) 0,57

Limite de quantificacdo (ug/mL) 1,73

r (coeficiente de correlacdo) 0,9998

n 6

3.2.3.1.3.5.. Exatiddo utilizando o teste de recuperacéo para linezolida
A Tabela 3.10 demonstra os valores obtidos no teste de recuperacdo de LNZ-

SR utilizando espectrofotometria UV a 251 nm.

Tabela 3.10. Valores obtidos no teste de recuperacdo de LNZ-SR utilizando

espectrofotometria UV a 251 nm

Concentracéo Concentracdo  Concentragcdo Concentracdo Recuperacao

inicial tedrica tedrica final recuperada (%) £ DPR
(ug/mL) adicionada (ug/mL) (ug/mL) *
(Hg/mL)
Ry 12,0 0,4 12,4 0,39 99,16 + 0,33
R, 12,0 0,8 12,8 0,81 102,2 + 0,69
R3 12,0 1,2 13,2 1,19 99,98 + 0,69

* Média de trés determinagbes
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3.2.3.1.3.6. Precisdo do método e valores experimentais obtidos na determinagéo do
teor de linezolida nos comprimidos por espectrofotometria na regido UV

A Tabela 3.11 relaciona os valores experimentais de linezolida obtidos pelo
método espectrofotométrico na regido UV para comprimidos, bem como a preciséo do

método.

Tabela 3.11. Valores experimentais de linezolida, obtidos por espectrofotometria na

regido UV e a precisdo do método representado pelo desvio padrao relativo

quantidade de teor (%) teor médio desvio DPR%*
linezolida nos (%) padréo

comprimidos (mg)

1 599,8 99,9
2 587,0 97,8
3 592,2 98,7
4 584.,4 97,4 98,7 1,31 1,32
5 603,0 100,5
6 585,0 97,5

DPR- desvio padrao relativo

3.2.3.1.3.7. Avaliacao da especificidade
A Figura 3.13 mostra os espectros de absorcdo das solucbes de LNZ-SR e da

amostra dos excipientes obtidos por espectrofotometria na regidao UV a 251 nm.

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira



Capitulo 1II - Validacdo de Métodos Analiticos 52

16 -

1.4

1.2 4

— LMESR
o 14 _ ..
%' Excipientes
2 08
¥ ]
]
2 gg
4 T
0.4
0.z
0]
—— 1 * *~ ~ 1 - - I r 1 1T T " " 1T T " T T T T 1
200 220 240 260 280 200 220 240 26
Compritnento de onda ()

Figura 3.13. Espectro de absor¢gdo de LNZ-SR em concentracdo de 20 ug/mL e a

solucéo placebo obtidos por espectrofotometria na regido UV a 251 nm

3.2.3.1.5. Discusséo

A espectrofotometria € um método largamente utilizado para determinagéo de
varios compostos organicos (HARRIS, 2001). Com o conhecimento da estrutura
guimica de linezolida (Figura 2.1) e verificando que esta molécula possuia ligacdes
que absorvem luz, foi desenvolvido e validado um método analitico na regido UV para
determinacdo deste farmaco. Para desenvolver o método na regido UV, avaliou-se o
espectro de absor¢cdo de LNZ-SR em diferentes solventes, bem como a influéncia de
excipientes do comprimido. O farmaco mostrou-se sollvel em agua, metanol, etanol,
HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M. Em NaOH 0,1 M, LNZ-SR apresentou um espectro de
absorgcédo sugestivo de degradacdo alcalina, apresentado na Figura 3.7. Procurando
um método simples, de baixo custo e a utilizagdo de solventes de baixa toxicidade,
optou-se pela agua, por ser um solvente atéxico e de facil acesso. O espectro de
absorcdo para linezolida mostrou pico de absorcdo méxima a 251 nm, utilizando

solucdo aquosa de LNZ-SR em concentracdo de 20 pg/mL. O espectro da amostra
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(comprimidos) mostrou 0 mesmo maximo de absor¢do que de LNZ-SR. N&o houve
nenhuma evidéncia de interferéncias dos excipientes nas amostras analisadas. Com o
objetivo de verificar a faixa de concentracéo que a solucdo de LNZ-SR apresentava-se
linear, foi realizada a construcdo da curva de Ringbom. De acordo com a lei de
Lambert-Beer, o intervalo de concentracdo de 6,0 - 16,0 yg/mL, mostrou-se linear,
apresentando coeficiente de correlacdo de 0,9998, entre as concentracoes
estabelecidas e as absorcdes lidas. A equacdo da reta, obtida por regressao linear
pelo método dos minimos quadrados, foi y = 0,055x — 0,0073; onde x é a
concentracdo em ug/mL e y é a absorgdo no UV.

A analise estatistica dos resultados das absorvancias obtidas foi
matematicamente verificada pela andlise de variancia. Os resultados obtidos, com F
significativo para regressao (1596,216) e nédo significativo para o desvio de linearidade
(0,405622), valida o método por espectrofotometria na regido do UV para
determinagcdo de linezolida. O teor de linezolida nos comprimidos foi 98,7%,
demonstrando a sensibilidade do método para quantificar a substancia ativa nos
comprimidos, ndo ocorrendo interferéncia dos excipientes na absorcao de linezolida. A
precisdo do método foi avaliada pelo desvio padrao relativo das amostras, equivalente
a 1,32 %. A exatiddo do método foi verificada pelo teste de recuperacao (AOAC,
1997), em que se obteve uma recuperacdo média de LNZ-SR de 100,44%. Com este
resultado, comprova-se a exatiddo do método proposto, que é um dos requisitos
obrigatérios na validacdo de métodos analiticos. O método apresentado mostrou-se
adequado, apresentando simplicidade, especificidade, linearidade na faixa de 6,0-16,0,
precisdo e exatiddo, podendo ser usado tanto para fins de quantificacdo como

identificacdo de linezolida em comprimidos.
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3.2.3.2. Doseamento microbiolégico
3.2.3.2.1. Método
3.2.3.2.1.1. Desenvolvimento do ensaio microbioldgico
Foram realizados ensaios preliminares para o desenvolvimento do método de
analise de linezolida na forma farmacéutica comprimidos, alternando-se alguns

parametros (Tabela 3.12).

Tabela 3.12. Parametros testados para otimizacdo do ensaio microbiolégico - método

de difusdo em agar- cilindros em placas para linezolida

Parametros Descrigcédo

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Microrganismos Bacillus subtilis ATCC 9372

Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Meio de cultura Meio n° 11 de Grove-Randall (MERCK)

Meio antibiético n° 1 (DIFCO)

Solucdes diluentes Solucao tampao fosfato pH 6,0

Solucéo tampéao fosfato pH 8,0

Concentracgdes das solucdes 5,0; 10,0; 20,0

padréo (ug/mL) 20,0; 40,0; 80,0

Apoés a avaliacdo dos diversos parametros pré-estabelecidos (Tabela 3.13), o
doseamento microbiolégico foi desenvolvido e validado com os parametros

apresentados na Tabela 3.13.
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Tabela 3.13. Parametros usados no desenvolvimento e validacéo de linezolida no

ensaio microbioldgico

Parametros Descricéo
Microrganismo Bacillus subtilis ATCC 9372
Meio de cultura Meio antibiético n° 1
Solucao diluente Tampao fosfato pH 6,0
Concentracédo do inéculo 2%
Concentragdes da solucéo padréo (pg/mL) 20,0; 40,0; 80,0
Temperatura de incubacéo (°C) 3511
Tempo de incubacéo (horas) 18

3.2.3.2.1.2. Preparo do inéculo
O microrganismo-teste Bacillus subtilis ATCC 9372 foi mantido em meio TSB a
35°+ 1°C, durante 24 horas. A padronizagéo foi realizada utilizando espectrofotdmetro
a 580 nm com transmitancia de 25% + 2% (Farmacopéia Brasileira, 1988). Apls a
padronizacgédo, o inéculo foi utilizado a 2 % em meio antibiético n° 1 mantido em banho

de vapor a 47°C + 1°C.

3.2.3.2.1.3. Ensaio

Foram utilizadas 18 placas de Petri para o doseamento de linezolida em
comprimidos. Em cada ensaio foram utilizadas 6 placas de Petri, e os resultados foram
analisados estatisticamente. Em capela de fluxo laminar, foram transferidos para cada
placa, com auxilio de pipetador automatico, 20,0 mL de meio antibiético n° 1 para a
camada base. ApoOs a solidificagcdo desta camada, foram adicionados por meio de
pipetador automatico, 5,0 mL de meio n° 1 contendo 2 % de inéculo. Apds a
solidificacdo da camada semeada, foram distribuidos, equidistantemente, 6 cilindros
de aco inoxidavel por placa. Cada cilindro recebeu 200,0 pL das solugbes do padrdo

ou da amostra (comprimido), em delineamento 3 x 3 (Figura 3.14).
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As placas foram colocadas em estufa incubadora a 35°C + 1°C. Apds 18 horas,
foram realizadas as medidas dos diametros dos halos de inibicdo ao centésimo de
milimetro, com auxilio de paquimetro. Em cada ensaio os resultados foram analisados
estatisticamente e a poténcia de cada doseamento calculada. A poténcia do

medicamento foi calculada pela equacéo de Hewitt (1977).

Figura 3.14. Delineamento 3 x 3 demonstrando a disposi¢éo das solu¢des padréo
(P) e amostra (A) na placa de Petri, onde P, (20,0 pg/mL); P, (40,0 ug/mL); P3 (80,0

pg/mL) e A; (20,0 pg/mL); A, (40,0 pg/mL); As (80,0 pg/mL).

3.2.3.2.1.4. Célculo da poténcia do medicamento

A poténcia do farmaco foi determinada pela equacéo (Equacao 3.3) de HEWITT
(1977). Os ensaios foram realizados em dias diferentes, e cada amostra corresponde
a média de seis determinacdes.

Equacao 3.3: Na qual:

T/R (%) = Antilog M x 100

M=F/b b=FEi F= 1/3[(As+As + Ag) - (P1+Po+ Py)]

| = logaritmo da razdo das doses
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3.2.3.2.1.5. Validac¢édo do método microbioldgico

Para validacdo do método microbiolégico foram determinadas as seguintes
caracteristicas:

- Linearidade: trés niveis de concentracdo foram avaliados. As curvas foram obtidas
em trés diferentes dias.

- Precisdo: foram realizadas seis andlises de linezolida nas amostras com
concentracdo teorica de 20,0, 40,0 e 80,0 ug/mL, no mesmo dia e sob as mesmas
condicbes experimentais. A precisdo do método foi avaliada pelo desvio padrao
relativo de linezolida.

- Exatidao: foi determinada pelo percentual de recuperacdo de LNZ-SR adicionada

a amostra.

3.2.3.2.1.6. Construcéo da curva analitica

A curva analitica foi construida em gréfico logaritmo da concentracdo versus o
didmetro dos halos de inibicdo, com as médias dos didmetros de cada uma das
concentracbes da substancia de referéncia. A curva foi construida utlizando o
programa Origin 5.0. A equacao da reta para representacao gréfica da curva analitica
foi determinada pela regressao linear, pelo método dos minimos quadrados. Para a
construcao da curva analitica foram utilizados trés pontos, cada um representando a
média de trés determinagBes. A analise estatistica foi realizada pela andlise de
variancia (ANOVA), segundo tratamento estatistico preconizado pela Farmacopéia

Brasileira (1988) para ensaio 3 x 3.

3.2.3.2.1.7. Preparo das soluc¢des-padrao

Foram transferidos 10,0 mg de LNZ-SR, para baldo volumétrico de 100 mL e
dissolvidos em agua para obtencédo de solu¢cdo com 100,0 pg/mL. A solucéo foi levada
ao ultrassom por 10 minutos, para melhor solubilizacdo. A partir desta solugédo foram

transferidos, 2,0, 4,0 e 8,0 mL para bal6es volumétricos de 10 mL, completando-se o
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volume com solugdo de tampéo fosfato pH 6,0 para obtencdo de solugbes com

concentracdes de 20,0; 40,0 e 80,0 pg/mL.

3.2.3.2.1.8. Preparo das solugfes de linezolida na forma farmacéutica

Foram pesados 20 comprimidos para a determinacédo do peso médio, o qual foi
equivalente a 864,42 mg. Depois de triturados manualmente em gral, uma quantidade
de pé equivalente a um peso médio foi exatamente pesado e transferido para baldo
volumétrico de 1000 mL. Foram adicionados 500 mL de agua ultrapura e a solucao foi
mantida em aparelho de ultrassom por 20 minutos. O volume foi completado com agua
para a obtencéo de solugdo com concentracdo de 600,0 pg/mL. Aliquota de 25,0 mL
foi transferida para baldo volumétrico de 150 mL e o volume completado com solucéo
tampédo pH 6,0, perfazendo uma solugdo com concentragdo de 100,0 ug/mL. A partir
desta solucdo foram transferidas aliquotas de 2,0 4,0 e 8,0 mL para balbes
volumétricos de 10 mL, obtendo-se solu¢des com concentracdes finais de 20,0, 40,0 e

80,0 pg/mL.

3.2.3.2.1.9. Exatiddo do método
O teste de recuperacao para o método microbiologico foi realizado para avaliar a

exatiddo do método proposto.

3.2.3.2.1.9.1. Preparo das solucdes

Neste ensaio, preparou-se uma solugdo de substancia de referéncia com
concentracdo de 100,0 ug/mL. Para preparo da solucdo amostra pesou-se 0
equivalente a 100,0 mg, que foram transferidos para bal6es volumétricos de 100 mL. A
solucdo amostra adicionada da substancia de referéncia foi preparada retirando-se
uma aliquota de 10,0 mL da solugdo amostra, anteriormente preparada, transferindo

para balao volumétrico de 100 mL. Em cada baldo foram adicionados 50,0 mL de agua
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levando ao ultrassom para melhor solubilizacdo. Adicionou-se aliquota de 5,0 mL da
solucdo-padrdo no baldo 1 (recuperacédo 1), 10,0 mL de solucdo-padrdo no baldo 2
(recuperacéo 2) e 15,0 mL no baldo 3 (recuperacédo 3). A Tabela 3.14 representa o

esquema de preparo das amostras no teste de recuperacgéao.

Tabela 3.14. Esquema de preparo das solucdes para analise do teste de recuperacéo

de linezolida no doseamento microbiolégico difusdo em agar cilindros em placa

Quantidade da Quantidade da solucéo Concentracéo tebrica
amostra padréo adicionada 100 de amostra + padréo
adicionada pug/mL (mL) pg/ 100 mL
(Mg)
1 10000,0 5,0 105,0
2 10000,0 10,0 110,0
3 10000,0 15,0 115,0

A partir destas solugfes foram transferidas aliquotas de 2,0, 4,0 e 8,0 mL para
bal6es volumétricos de 10 mL, completando os volumes dos bales com tampao

fosfato pH 6,0, para obtencdo das seguintes concentragfes tedricas:

- Parao teste de recuperagéo 1: 21,0, 42,0 e 84,0 ug/mL
- Parao teste de recuperagéo 2: 22,0, 44,0 e 88,0 ug/mL
- Paraoteste derecuperacéo 3: 23,0, 46,0 e 92,0 ug/mL

Apoés a execucgdo do ensaio, as placas foram colocadas em estufa incubadora a
35°C + 1°C. Apo6s 18 horas, foram realizadas as medidas dos didametros dos halos de
inibicio ao centésimo de milimetro, com auxilio de paquimetro. A poténcia do
antimicrobiano foi calculada pela equacdo de Hewitt (1977), e a partir do valor
encontrado, foi calculada a concentracdo experimental da solucdo amostra adicionada

de padrdao.
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3.2.3.2.2.10. Precisao do método

A precisdo do método proposto foi avaliada pelo desvio padréo relativo da

concentracao de linezolida nos comprimidos.

3.2.3.2.2. Resultados

3.2.3.2.2.1. Curva analitica de linezolida no doseamento microbiolégico

A Tabela 3.15 mostra os valores obtidos na construcdo da curva analitica no

ensaio microbiologico de linezolida.

Tabela 3.15. Valores médios obtidos no doseamento microbiolégico de linezolida, em

difusdo em &gar cilindros em placa, para obtencdo da curva analitica

Concentragéo Diametro dos halos Diametro Desvio DPR
de LNZ-SR de inibicdo*(mm) meédio (mm) padréo (%)
(ug/mL)

16,42

P, 20,0 16,25 16,37 0,1044 0,63
16,44
19,69

P, 40,0 19,54 19,57 0,1001 0,51
19,50
22,68

P, 80,0 22,56 22,60 0,0693 0,30
22,56

* Cada valor corresponde a média de 6 halos de inibicdo

DPR%- desvio padréo relativo

3.2.3.2.2.2. Construcédo da curva analitica de LNZ-SR no doseamento microbiologico

pelo método de difusdo em agar, cilindros em placa

A curva analitica do doseamento microbiologico pelo método de difusdo em

agar, cilindros em placa de LNZ-SR esta representada na Figura 3.15.
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Figura 3.15. Curva analitica de LNZ-SR obtida no doseamento microbiolégico

em difusdo em agar, cilindros em placa.

3.2.3.2.2.3. Andlise estatistica

A Tabela 3.16 mostra os resultados da analise de variancia dos dados obtidos

no doseamento de linezolida pelo ensaio microbiolégico difusdo em &gar-cilindros em

placa

Tabela 3.16. Andlise de variancia dos dados obtidos no doseamento de linezolida pelo

ensaio microbioldgico difusdo em &gar - cilindros em placa

Fontes de variacao gL SQ QM Fea Ftap.
Preparacéao 1 0,127211 0,1272 1,50 4,24
Regresséo 1 271,421 271,421  3200,451* 4,24

Desvio de paralelismo 1 0,246038 0,246038 2,9011 4,24

Quadratico 1 0,488401 0,488401 5,758967 4,24

Diferenca de quadratico 1 0,050668 0,050668 0,597451 4,24

Entre doses 5 272,3333 54,46666 642,2417* 2,6

Entre placas 5 0,734522 0,146904 1,7322 2,6
Dentro (erro) 25 2,120178 0,084807 - -
Total 35 275,188 - -

* significativo para P < 0,05
gL — graus de liberdade
SQ — soma dos quadrados
QM- variancia
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3.2.3.2.2.4. Determinacao da poténcia do medicamento
Os resultados obtidos na determinacdo de linezolida comprimido no ensaio
microbioldgico, calculados pela formula de HEWITT (1977), estdo demonstrados na

Tabela 3.17.

Tabela 3.17. Valores experimentais obtidos para o doseamento de linezolida pelo

ensaio microbioldgico difusdo em 4gar cilindros em placa

Valor rotulado  Valor encontrado  Teor (%) DPR (%) DPR(%)
(mg/comprimido)  (mg/comprimido) Intra-dias Inter-dias
612,84 102,14
600,0 614,88 102,48 0,39 0,61
607,62 101,27

DPR: desvio padréo relativo

3.2.3.2.2.5. Teste de recuperacao de linezolida no ensaio microbioldgico
A Tabela 3.18 relaciona os valores experimentais obtidos no teste de
recuperacdo do ensaio microbiolégico das trés concentragfes elaborada para anélise

de linezolida.

Tabela 3.18. Valores experimentais obtidos no doseamento microbiolégico de

linezolida no teste de recuperacdo para o ensaio das trés amostras (R1, R, € Rj)

Concentracéo teéricada  Poténciaem Concentracdo encontrada
amostra + padréo (ug) cada ensaio (mg)*
(%)
R 105,0 107,59 0,51
R, 110,0 111,04 1,00
Rs 115,0 117,18 1,47

*QO célculo é realizado levando em consideracao o valor de amostra adicionada.
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A Tabela 3.19 mostra os valores experimentais obtidos no teste de recuperacao

de linezolida no doseamento microbiologico difusédo em agar cilindros em placa.

Tabela 3.19. Valores experimentais obtidos no teste de recuperacdo de linezolida no

doseamento microbiolégico difusdo em agar cilindros em placa

Concentragéo de Atividade de padrédo Recuperado (%)
substancia de referéncia recuperada (mg)

adicionada (mg)

0,5 0,51 102,0
2 1,0 1,00 100,0
3 15 1,47 98,0

3.2.3.2.3. Discussao

O doseamento microbiolégico por difusdo em agar, cilindros em placa, € um
método especifico para antibidticos, antimicrobianos e antifingicos. O ensaio
microbioldgico vem sendo utilizado em laboratorios clinicos desde a introducdo de
antibioticos e outros agentes antimicrobianos. Na terapéutica, muitos métodos de
ensaio foram elaborados pela prépria indastria farmacéutica para controle das
preparacbes comerciais (ANDREWS, 1999). Embora os métodos microbiolégicos
demonstrem um desempenho relativamente simples, muitos aspectos devem ser
considerados no seu desenvolvimento, para assegurar que eles sejam suficientemente
seguros e exatos. Tais métodos necessitam de mao-de-obra especializada e técnica
apurada. Vérios aspectos devem ser observados durante o desenvolvimento do
método, como temperatura de incubacgdo, espessura do agar, microrganismo utilizado,
pH da solugcédo diluente, entre outras caracteristicas para garantir que o método
desenvolvido apresente uma resposta eficiente. A literatura, apresenta alguns artigos
gue relatam o doseamento de difusdo em agar cilindros em placa, utilizando diferentes
classes de antibidticos e antimicrobianos como gentamicina (RATCLIFF et al., 1981,

DELANEY et al., 1982), gatifloxacino (SALGADO et al., 2006), cefoxitina (TOZO e
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SALGADO, 2007) cefalosporinas (BIEDENBACH et al., 1993; MORENO e SALGADO,
2008; SOUZA et al.,, 2006; SCHMIDT et al.,, 2008), esparfloxacino (MARONA e
SCHAPOVAL, 1998), azitromicina (BREIER et al., 2002; SALGADO e RONCARI,
2006), telitromicina (VAUCHER et al., 2006) e ofloxacino (EV e SCHAPOVAL, 2002).

Para desenvolver e validar o método, foram realizados alguns testes no
doseamento microbiolégico, utilizando varios parédmetros, como, por exemplo,
diferentes cepas bacterianas. As bactérias selecionadas para padroniza¢cdo do método
foram Staphylococcus aureus ATCC 6538, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e
Bacillus subtilis ATCC 9372. Staphylococcus aureus ATCC 6538, respondeu
adequadamente com crescimento uniforme e formacao de halos de inibicdo nitidos.
No entanto, por ser uma cepa de alta viruléncia para o ser humano, esta opcao sé
seria utilizada caso as outras cepas ndo respondessem adequadamente, quando 0s
outros parametros fossem analisados.

A espécie bacteriana Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 foi analisada,
mas a resposta do crescimento microbiano foi irregular. Posteriormente, foi utilizado o
Bacillus subtilis ATCC 9372, que obteve um crescimento satisfatério e uniforme. As
concentragbes utilizadas no desenvolvimento e validagdo do método foram
estipuladas, de acordo com a facilidade de diluicdo das solugdes.

A solugéo tampdao escolhida apresentava pH 6,0, pois nas solu¢des com tampéo
pH 8,0, os halos de inibicdo do antimicrobiano interpolaram-se e, com isso invalidaram
0o método microbioldgico. Isso ocorreu, provavelmente devido ao carater basico de
linezolida e em pH 8,0, potencializava seu efeito. O doseamento em difusdo em &gar
cilindros em placa desenvolvido e validado para linezolida demonstrou ser um método
preciso, exato, linear e sensivel. Para assegurar a validade do ensaio microbiolégico
na determinacdo da poténcia de linezolida, foram utilizadas trés concentragfes
diferentes para amostra, idénticas as da substancia de referéncia, em delineamento 3
x 3. Estas doses estdo em progressdo geométrica (razdo 2,0), ja que o sistema

utilizado possui relacdo linear entre o logaritmo da concentracdo da substancia
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analisada e o didmetro dos halos de inibicdo. Em cada ensaio foram utilizadas seis
placas, efetuando-se a leitura dos halos de inibicdo. Com os resultados obtidos foi
construida a curva analitica para LNZ-SR, obtendo-se um coeficiente de correlacdo de
r’ = 0,9998.

A poténcia dos comprimidos foi calculada pela equacdo de Hewitt (HEWITT,
1977), obtendo-se teor médio de 101,96 %, com desvio padréo relativo de 0,61 %,
mostrando que o método é preciso. O teste de recuperacdo foi efetuado com o
objetivo de comprovar a exatiddo do método proposto. Desta forma, quantidades
conhecidas da substancia de referéncia foram adicionadas nas soluc¢des de linezolida
comprimidos, para quantificacdo da substancia. Os resultados obtidos demonstraram
que o método desenvolvido possui exatiddo, precisdo e linearidade. O ensaio foi
validado, através de andlise estatistica, utilizando analise de variancia, descrita na

Farmacopéia Brasileira (1988).

3.2.3.3. Método analitico por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

3.2.3.3.1. Analise qualitativa

A fase movel foi preparada a partir da mistura de acido acético 1%: acetonitrila:
metanol na proporgdo 50 : 25 : 25, V:V:V. A fase movel foi filtrada através de
membrana com poro de 0,45 um e 47 mm de didametro, sob vacuo, desgaseificada no
ultrassom, durante 15 minutos. O equipamento utilizado foi o cromatégrafo a liquido

Waters e coluna symmetry Waters Cg, 5pg/mL, 250 x 4,6 mm.

As amostras foram preparadas utilizando fase movel como solvente na
concentragdo de 12,0 ug/mL. As solugdes iniciais de LNZ-SR e LNZ-comp., foram
levadas para o ultrassom por 10 e 20 minutos, respectivamente. Apés a estabilizacéo
do sistema, foram injetados 20 pL, previamente filtrados em membrana com poro de
0,45 ym e 13 mm de didmetro. As condigcbes cromatograficas utilizadas estdo

descritas na Tabela 3.20. A identificacdo de linezolida nos comprimidos foi realizada
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pela comparacdo dos tempos de retencédo e perfil de cromatografico obtido na anélise

desta solugcdo com aquela preparada com LNZ-SR.

Tabela 3.20. Condi¢des cromatogréficas utilizadas no método por CLAE

Fase moével acido acético 1%: acetonitrila: metanol

(50:25:25, V:V:V)

Coluna Symmetry Waters Cig, 5 pm, 250 x 4,6 mm
Comprimento de onda 251 nm

Vazao 1,0 mL/min

Volume de injecdo 20 uL

Temperatura 25°Cz+1°C

3.2.3.3.2. Resultados e discussao

As Figuras 3.16 e 3.17 ilustram os cromatogramas de LNZ-SR e LNZ-comp.

010
0.08-
0.0 |—)

= .04
0.02- = o
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hinutes
Figura 3.16. Cromatograma obtido por CLAE para solugcédo de LNZ-SR (12 ug/mL).
Fase movel: acido acético 1%: metanol: acetonitrila (50:25:25 V:V:V); coluna

Symmetry Waters Cyg, 5 pm, 250 x 4,6 mm; tempo de retencéo = 4,50 min.
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Figura 3.17. Cromatograma obtido por CLAE para solucdo de comprimido de
linezolida (12 ug/mL). Fase movel: acido acético 1%: metanol: acetonitrila (50:25:25
V:V:V); coluna Symmetry Waters Cyg, 5 um, 250 x 4,6 mm; tempo de retencéo =

4 50 min.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um método analitico, que nos ultimos
anos domina as técnicas analiticas em determinacdo de medicamentos, alimentos,
ensaios biologicos, entre outros. A Farmacopéia Americana (USP 31, 2008) dedica a
esta técnica, a andlise da maior parte de farmacos em produtos com monografias
neste compéndio. Atualmente, prioriza-se a analise de produtos farmacéuticos por
CLAE, devido a especificidade e seletividade relacionadas a utilizacdo desta técnica.

Uma das limitagGes da utilizagdo de CLAE € o alto custo da andlise de um
medicamento por este método, que emprega solventes organicos de alta pureza
admitidos para uso e padrbes de referéncias. Entretanto, este método analitico €
altamente especifico, pois possui coluna de separagdo que determina o composto
analisado, originando uma identificacdo mais especifica. Com o objetivo de
desenvolver e validar o método por CLAE, diversos sistemas eluentes foram testados,
compostos por agua, acetonitrila, acido acético, e metanol, em propor¢des variadas. O

sistema que demonstrou um pico de retencdo adequado, bem como o tempo de
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eluicdo menor, foi o sistema escolhido para identificacdo e posterior validagdo do
método analitico (&cido acético 1% : metanol : acetonitrila 50: 25: 25, VIV/V).
A solucado de LNZ-SR com esta fase mdével possui comprimento de onda maximo
de 254 nm. A linezolida foi avaliada no comprimento de onda de 251 e 254 nm, com o
objetivo de verificar qual o comprimento de onda favorecia a melhor visualizacdo de
possiveis produtos de degradacdo. Para isto, foi utilizada uma solugdo de LNZ-comp.
degradada em luz-UVC durante 24 horas. No comprimento de onda de 251 nm o
cromatograma da solugdo degradada mostrou com mais nitidez os produtos de
degradacéao.
Com estes parametros estabelecidos pode-se afirmar que a comparacédo dos
tempos de retencdo da solucdo de LNZ-SR e LNZ-comp. indica que as amostras
possuem a mesma identidade, sendo adequado para identificacdo de linezolida em

comprimidos.

3.2.3.3.2. Método
As condi¢cbes analiticas e os procedimentos para a andlise cromatografica
estdo descritos na Tabela 3.20. No ensaio de robustez, foi utilizada coluna

Phenomenex Luna, C18, 5 um, (250 x 4,6 mm).

3.2.3.3.2.1. Parametros analiticos

Os seguintes parametros analiticos foram avaliados visando a validacao do
método de analise da linezolida por CLAE:

- Linearidade: foi avaliada pela construcdo de trés curvas analiticas
desenvolvidas em diferentes dias e contendo seis niveis de concentracdo em cada
uma delas.

- Precisdo: foram realizadas seis andlises de linezolida nas amostras com

concentracdo teorica de 12,0 pug/mL, no mesmo dia e sob as mesmas condi¢cdes
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experimentais. A precisdo do método foi avaliada pelo desvio padrdo relativo de
linezolida.

- Precis@o intermediéria: foi avaliada pela realizacdo de andlises das amostras
em trés diferentes dias.

- Exatidao: foi determinada através do percentual de recuperacdo de LNZ-SR
adicionada a amostra.

- Especificidade: determinada através da degradacdo acida, basica, oxidativa,
fotolitica e da solucao placebo de linezolida em comprimidos.

- Limite de deteccdo e limite de quantificacdo: foram determinados pelas
equacdes indicadas pelo ICH (1996).

- Robustez: foi verificada através de variagdes nas condi¢des cromatograficas

sobre a determinacdo quantitativa das amostras.

3.2.3.3.3. Construgéo da curva analitica

Para construgdo da curva analitica, foram pesados, 10,0 mg de linezolida
substancia de referéncia, previamente dessecados em estufa a 105° C durante duas
horas, transferidos para baldo volumétrico de 100 mL e completando-se o volume com
agua ultrapura. Desta solucdo, foram retiradas aliquotas para preparar solugdes com
concentracdes entre 8,0 e 20,0 ug/mL, completando-se o volume com a fase movel. A
curva analitica foi construida em trés diferentes dias e em triplicata, utilizando o
programa Origin 5.0. A representacao grafica da equacéo da reta foi determinada pela
analise de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. As areas utilizadas
na determinacdo da curva analitica foram estatisticamente avaliadas pela andlise de

variancia (ANOVA).
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3.2.3.3.4. Determinacéo dos limites de deteccéo e quantificagédo
A determinacdo dos limites de deteccédo (LD) e quantificacdo (LQ) foi realizada
com base nos dados de desvio padrao do intercepto (s) e inclinagdo média (l), obtidos

a partir das trés curvas analiticas.

3.2.3.3.5. Exatiddo do método proposto

Foi preparada solucdo de LNZ-SR com concentracdo de 100,0 pg/mL. As
solugBes da amostra foram preparadas com concentracdo de 80,0 pg/mL. A Tabela
3.21 mostra o0 esquema de preparacdes das solugdes usadas no teste de recuperacéo

de LNZ-SR em CLAE.

Tabela 3.21. Esquema de preparacdo das solucdes para o teste de recuperagédo

aplicado & amostra de linezolida para método por CLAE

Solucao-amostra Solucédo LNZ-SR Concentracao
80,0 ug/mL (mL) 100,0 pg/mL (mL) (Mg/mL)

A 5,0 - 8,0

R: 50 1,0 10,0

R> 50 2,0 12,0

Rs 50 3,0 14,0

P - 5,0 8,0

3.2.3.3.6. Determinacéo de linezolida nos comprimidos

Foram pesados 20 comprimidos para a determinacédo do peso médio, o qual foi
equivalente a 864,42 mg. Depois de triturados manualmente em gral, uma quantidade
de p6 equivalente a um peso médio do comprimido foi pesada e transferida para baldo
volumétrico de 1000 mL. Foram adicionados 500 mL de agua ultrapura e a solucao foi
levada ao aparelho de ultrassom por 20 minutos. O volume foi completado com agua
ultrapura para a obtencdo de solucdo com concentracdo de 600,0 pg/mL. Foram

transferidas aliquotas de 10,0 mL para bal6es volumétricos de 100 mL completando-se
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os volumes com 4gua. A solucéo preparada tinha concentracao teorica de 60,0 pg/mL
de linezolida. Desta solucdo, foram retiradas aliquotas de 5,0 mL para baldes
volumétricos de 25 mL e os volumes foram completados com agua ultrapura para a
obtencdo de solugbes com concentragfes tedricas de 12,0 pg/mL. A precisdo do
método foi avaliada pelo desvio padréo relativo de linezolida nas amostras de

comprimidos em trés diferentes dias.

3.2.3.3.7. Avaliacdo da especificidade

Para realizacdo dos ensaios de especificidade, foram utilizados dois
parametros: a preparacdo de amostras placebo e a degradacdo forcada de
linezolida, através de testes de estresse nos comprimidos de linezolida.

- Degradacdo acida, alcalina e oxidativa: Foi preparada solugéo de LNZ-
comp. em agua ultrapura na concentracdo de 100,0 ug/mL. A partir desta solugéo
foram transferidas aliquotas de 10,0 mL para baldes volumétricos de 50 mL e os
volumes foram completados com NaOH 0,1 M; HCI 0,1 M e H,O, 3 %,
respectivamente, obtendo-se solugBes com concentracdes tedricas finais de 20
pg/mL. Os baldes volumétricos contendo as amostras em meios oxidativos, acidos
e bésicos foram envoltos em papel aluminio e mantidos a temperatura ambiente.
Ap6s uma hora, aliquotas de 5,0 mL foram retiradas no final do processo e
transferidas para baldo volumétrico de 10 mL. O volume foi completado com fase
movel, obtendo-se solugdo com concentragdo final de 10,0 pug/mL. A andlise foi

realizada imediatamente apds a retirada da aliquota.

- Degradacao fotolitica: Solu¢cdes-amostras, com concentracdo de 500,0
ug/mL, dissolvidas em diferentes solventes, metanol e agua, foram expostas a luz
ultravioleta, acoplada em camara espelhada internamente (100 x 16 x 16 mm) para

realizacao de degradacdo fotolitica. A amostra ficou exposta por 18 e 36 horas.
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Foram preparadas solucdes placebo. Os cromatogramas obtidos das
amostras degradadas e amostra placebo foram analisados e comparados
observando-se o0s picos e 0s tempos de retencdo. Na avaliacdo deste parametro
analitico verificou-se a possivel interferéncia dos excipientes e dos produtos de

degradacao na determinacéo do farmaco.

3.2.3.3.8. Avaliacao da robustez

A robustez do método foi avaliada através de variagbes nas condicdes
cromatogréficas. As alteragbes incluiram variagbes na proporcdo da fase movel,
comprimento de onda, volume de inje¢do e coluna cromatogréafica. Na preparacéo da
fase movel, a propor¢cdo de acetonitrila e metanol foram modificados em + 5%. Para
avaliacdo da influéncia do comprimento de onda de deteccdo, a analise foi realizada
utilizando deteccdo de 260 nm. Em ambos os casos, todos os outros parametros
mantiveram-se conforme descrito na Tabela 3.20.

Para realizacdo deste ensaio foram preparadas solu¢des de LNZ-SR e LNZ-
comp., em fase moével, em concentracao equivalente a 12,0 pg/mL. Para este ensaio,
foram feitas trés amostras, sendo realizadas trés determinac¢des para cada solugéo de

analise.

3.2.3.3.9. Resultados
3.2.3.3.9.1. Curva analitica

A Tabela 3.22 mostra os valores experimentais obtidos na construgéo da curva

analitica para LNZ-SR por CLAE e a Figura 3.18, a curva analitica correspondente.
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Tabela 3.22. Areas absolutas obtidas para construcdo da curva analitica de LNZ-SR

por CLAE

Concentracéao Areas absolutas Areas absolutas DPR %

(ug/mL) media + e.p.m.
350135

8,0 357156 351974 + 2627,124 1,29
348631
450000

10,0 455117 452656 + 1480,409 0,56
452853
557137

12,0 542900 550523 + 4140,717 1,30
551532
655510

14,0 651652 655218 + 1980,480 0,52
658494
754246

16,0 749178 753217 +2098,907 0,48
756227
958793

20,0 968231 960253 + 4247,831 0,76
953735

e.p.m. = erro padrao da média

DPR% = desvio padréo relativo
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Figura 3.18. Representacdo grafica da curva analitica das solu¢des de linezolida em

concentracdes de 8,0 a 20,0 ug/mL por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

3.2.3.3.9.2. Andlise estatistica

A validade da regresséo linear da curva analitica média obtida foi calculada

através de andlise de variancia (ANOVA) dos valores das areas determinadas na

obtencéo da curva analitica de linezolida por CLAE relacionadas na Tabela 3.23.
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Tabela 3.23. Analise de variancia das areas obtidas na curva analitica de linezolida

por CLAE

Fontes de variacao gL Soma dos QM Feaic Ftab
guadrados

Entre 5 7,18 x 10" 1,44 x 10" 5461,068* 3,11

Regress&o linear 1 7,18 x 10" 7,18 x1011 27302,99* 4,75

Desvio de 4 61848981 15462245 0,587798 3,26

linearidade

Residuo 12 316000000 26305352

Total 17 7,19 x 10"

*Significativo P< 0,05

3.2.3.3.9.3. Pardmetros do tratamento estatistico sobre os valores experimentais da

curva analitica

A Tabela 3.24 relaciona os paradmetros do tratamento estatistico sobre o0s

valores experimentais obtidos para a curva analitica.

Tabela 3.24. Parametros do tratamento estatistico sobre os valores experimentais

obtidos para a curva analitica de linezolida

Parametros Resultados
A (nm) 251
Faixa de concentracéo utilizada (pg/mL) 8-20 pg/mL

Equagédo:y=bx +a
Intercepto (a) + desvio padrédo
Inclinacdo (b) = desvio padréo
Limite de deteccéo (LD)
Limite de quantificacdo (LQ)

r (coeficiente de correlacéo)

n

y = 50646,41x — 54645,35
-54645,35 + 3233,78
50646,41 + 232,57

0,21

0,63

0,9999

6
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3.2.3.3.9.4. Exatiddo do método por CLAE

A Tabela 3.25 mostra os valores obtidos no teste de recuperagao para LNZ-SR

utilizando CLAE.

Tabela 3.25. Valores obtidos no teste de recuperacdo de LNZ-SR utilizando CLAE

Concentracéo tetrica Concentracao Recuperacao Média
adicionada (ug/mL) recuperada (ug/mL) * (%) (%) £ DPR
Ry 2,0 2,01 100,50
R, 4,0 4,03 100,83 100,27 + 0,69
R3 6,0 5,97 99,50

* Média de trés determinacdes

DPR — desvio padrao relativo

3.2.3.3.9.5. Precisdo do método e valores experimentais obtidos na determinagédo do

teor de linezolida nos comprimidos por CLAE

A Tabela 3.26 relaciona os valores experimentais de linezolida nos

comprimidos obtidos por CLAE.
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Tabela 3.26. Valores experimentais obtidos para determinacédo de teor de linezolida

em amostras comerciais através de CLAE

Amostra Teor (%)* Interdias DPR
1°dia 2°dia 3°dia
1 103,5 98,08 102,06
2 100,32 99,33 105,01
3 100,81 98,30 104,43
4 105,00 99,70 101,25 101,36 1,65
5 101,31 98,85 102,70
6 101,31 102,46 100,20
Média 102,04 99,45 102,60
DPR 1,77 1,60 1,79

*cada valor é média de trés determinagées
DPR — desvio padrao relativo

3.2.3.3.9.6. Avaliacdo da especificidade
As Figuras 3.19, 3.20, 3.21, 3.22 e 3.23 mostram, respectivamente, 0s
cromatogramas obtidos na degradacdo acida, alcalina, oxidativa, fotolitica por 72

horas e 48 horas em meio basico de LNZ-comp. na concentragéo de 10,0 ug/mL.
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Figura 3.19. Cromatograma da degradacéo acida de LNZ-comp.(10,0 ug/mL) em meio

acido (HCI 0,1 N) ap6s uma hora.
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Figura 3.20. Cromatograma da degradacao alcalina de LNZ-comp. (10,0 ug/mL) em

meio alcalino (NaOH 0,1 N) ap6s uma hora.
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Figura 3.21. Cromatograma da degradacdo de LNZ-comp. (10,0 pg/mL) em meio

oxidativo (H,O, 3%) ap6s uma hora.
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Figura 3.22. Cromatograma da degradagcdo de LNZ-comp. (10,0 ug/mL) na luz

ultravioleta por 72 horas utilizando metanol como solvente.
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Figura 3.23. Cromatograma da degradacdo de LNZ-comp. (10,0 ug/mL) na luz

ultravioleta por 48 horas utilizando metanol como solvente, em meio basico.

3.2.3.3.4. Discusséao

A cromatografia liquida de alta eficiéncia € um método analitico, que nos ultimos
anos domina as técnicas de analise e determinacdo de medicamentos, alimentos,
ensaios biologicos, entre outros. A Farmacopéia Americana (USP 31, 2008) dedica a
esta técnica, a andlise da maior parte de produtos com monografias neste compéndio.
Atualmente, prioriza-se a andlise de produtos farmacéuticos por CLAE, devido a
especificidade e seletividade relacionadas a utilizacdo desta técnica.

Uma das limitagGes da utilizagdo de CLAE € o alto custo da andlise de um
medicamento por este método, que emprega solventes organicos de alta pureza para
uso e padrées de referéncias. Entretanto, este método analitico € muito especifico,
pois possui coluna de separagcdo que separa 0 composto analisado, originando uma
identificacdo mais pontual.

O desenvolvimento de métodos utilizando CLAE requer a cuidadosa combinagao
entre a polaridade do soluto, da fase movel e da fase estacionaria de modo a garantir
separacoes satisfatorias em tempos razoaveis. O método de CLAE desenvolvido para

determinacdo de linezolida em comprimidos foi avaliado em relacdo aos seguintes
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parametros de validacdo: especificidade, linearidade, limite de quantificacdo, limite de
deteccdao, precisao, exatidao e robustez.

A especificidade de um método analitico representa sua capacidade de sofrer a
influéncia Unica e exclusiva da substancia que se quer analisar. A especificidade do
método pode ser determinada com a adicdo de impurezas e produtos de degradacao,
obtidos experimentalmente ou induzindo a sua formagdo (ERMER, 2001). Os
comprimidos de linezolida foram submetidos a degradacdo em meio alcalino, acido,
oxidativo e fotolitico. Os cromatogramas das solu¢gbes degradadas estdo ilustrados
nas Figuras 3.19 a 3.23.

Na degradacéo alcalina (Figura 3.30) observou-se a formacao de pico adicional
em 2,0 minutos e 6,0 minutos. Ocorreu o decréscimo da &rea absoluta do pico de
linezolida em 4,5 minutos. Na degradacgéo acida observou-se o inicio de formagéo de
produtos de degradacdo como observado no cromatograma (Figura 3.19) em tempos
de retencao inferiores ao da linezolida.

A estabilidade de LNZ-comp. em meio oxidativo foi avaliada em H,O, a 3%
(Figura 3.21). Nestas condi¢fes, houve a formacéo de pico adicional em 2,4 minutos.
Nos estudos de degradacdo fotolitica, foram colocadas solu¢cbes de linezolida
comprimidos por 72 horas na luz ultravioleta, observando-se a presenca de Vvarios
produtos minoritarios de degradacdo, com a consequente diminuicdo da area de
linezolida. Para acelerar a formacgdo de produtos de degradacdo pela luz ultravioleta,
foram preparadas solugbes em meio basico (20% de NaOH 0,1 N), em que observou-
se a formacdo de um produto majoritario em 2,1 minutos. Estes estudos de
degradacdo forcada mostram a susceptibilidade do farmaco perante a degradacdo
basica, acida, oxidativa e fotolitica. Sugere-se que o método possui especificidade,
podendo ser indicativo de estabilidade.

Os resultados obtidos na validacdo do método demonstraram que as solucdes
de LNZ-SR apresentaram correlacdo linear entre as areas dos picos e as

concentracdes, no intervalo utilizado. Gréficos de concentracdo versus area absoluta
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foram plotados e demonstraram linearidade na faixa de 8,0 a 20,0 ug/mL (Figura 3.18).
A equacdo da reta para a linezolida foi y = 50646,41x — 54645,35, com coeficiente de
correlacdo de 0,9999. A Tabela 3.22 mostra as areas absolutas correspondentes a
cada uma das diluicdes de LNZ-SR para as trés curvas analiticas construidas. Os
dados de linearidade foram validados pela analise de variancia (ANOVA) que
demonstrou regressao linear significativa e nenhum desvio de linearidade significativo
(P < 0,05). Os dados referentes ao tratamento estatistico dos dados de linearidade do
método por CLAE estdo demonstrados nas Tabelas 3.23 e 3.24.

A precisdo do método analitico foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dia) e
precisdo intermediaria (interdias) relacionadada na Tabela 3.26. Os valores
experimentais obtidos para a determinacdo de linezolida nas amostras analisadas
possuiam desvio padréo relativo (DPR) de 1,65 (interdias), descritos na Tabela 3.26.
Os valores de DPR confirmam a adequada precisdo do método. Os valores de
recuperacao estao apresentados na Tabela 3.25, apresentando média de recuperacao
de 100,27 % para comprimidos de linezolida.

A sensibilidade do método em CLAE foi avaliada pela determinagcéo dos limites
de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) de linezolida no sistema cromatogréafico
empregado. De acordo com o ICH (1996) e USP (2008) ndo h& necessidade de avaliar
estes parametros se o método for utilizado para fins de quantificacdo. Verificou-se que
os LQ e LD foram 0,63 pg/mL e 0,21 ug/mL, respectivamente. Os baixos valores
indicam a sensibilidade do método.

O método cromatogréfico desenvolvido sofreu algumas modificagbes nos
parametros da fase moével e no comprimento de onda, a fim de verificar a sua
capacidade na suscetibilidade a variacbes para determinacdo quantitativa de
linezolida. A partir da modificacéo realizada na proporcéo da fase movel foi observado
teor médio de linezolida de 101,93% (DPR = 1,53%) para comprimidos de linezolida.

N&o houve mudanga significativa no tempo de retencéo em relacéo as condi¢cdes

otimizadas. Nao houve variacdo no tempo de retencdo de linezolida quando se
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realizou analises em 260 nm. Ocorreu uma reducdo proporcional das areas absolutas
dos picos de linezolida em decorréncia da menor absortividade do farmaco neste
comprimento de onda. O valor experimental obtido foi de 100,83% (DPR% = 1,29)
para comprimidos de linezolida. A robustez do método, também foi verificada,
utilizando outra coluna cromatografica (Phenomenex Cjg, 5 pm, 250 x 4,6 mm). Nesta
coluna o tempo de retencao foi de aproximadamente 5,0 minutos, com areas absolutas
semelhantes as obtidas com coluna Symmetry Waters (Cig, 5 um, 250 x 4,6 mm). De
acordo com os resultados obtidos, pode-se afirmar que o método proposto indica
robustez adequada, pois permitiu a quantificacdo de linezolida apesar das variagbes
aplicadas ao método analitico. O método mostrou-se adequado, apresentando

simplicidade, especificidade, linearidade, preciséo, exatidao e robustez.

3.2.4. Andlise comparativa dos métodos

3.2.4.1. Método

Com o objetivo de estabelecer uma comparacdo entre os métodos propostos para
determinacgéo de linezolida em comprimidos, foi realizada andlise estatistica dos teores
médios de linezolida obtidos pelos diferentes métodos usando analise de variancia

(ANOVA).

3.2.4.2. Resultados
Os resultados obtidos na determinacdo quantitativa de linezolida em comprimidos,

pelos métodos propostos neste trabalho, encontram-se na Tabela 3.27.

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira



Capitulo 11l - Validagao de Métodos Analiticos 84

Tabela 3.27. Avaliagdo comparativa dos teores médios obtidos nos trés métodos

validados usando espectrofotometria na regido UV, doseamento microbiolégico e

CLAE
Doseamento
uv microbiolégico CLAE
Média (%) 98,70 101,96 101,36
DPR 1,32 0,61 1,65

A Tabela 3.28 mostra o resultado de ANOVA calculado, utilizando os valores
experimentais obtidos do teor de linezolida em comprimidos, a partir dos métodos

validados.

Tabela 3.28. Analise da variancia dos resultados obtidos no doseamento de linezolida

em comprimidos, pelos métodos propostos

Fontes de GL Soma dos Variancia F (5%)
variagao quadrados
Tratamentos 2 35513,61 17756,8 0,075777*
Residuo 6 1405971 234328,5 F critico = 4,07
Total 8

* significativo para p< 0,01

3.2.4.3. Discussao

Os resultados obtidos através de ANOVA demonstraram ndo haver diferenca
significativa entre os métodos propostos, para o nivel de significancia de 5 %. Desta
forma, os métodos validados s@o equivalentes, ou seja, o resultado comprova que 0s
métodos sao intercambidveis, sendo adequados para a determinacdo quantitativa do
farmaco em comprimidos. Todos os métodos foram validados em relacdo aos

par@metros estabelecidos em regulamentos oficiais, e apesar de demonstrarem
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intercambialidade cada método possui caracteristicas proprias. Mas alguns métodos
sdo mais especificos e adequados para analise de rotina em laboratérios. A analise
espectrofotométrica na regido UV é um método simples, de facil execucéo e de custo
reduzido, mas ndo é especifico para determinar e quantificar possiveis produtos de
degradacao na amostra.

O ensaio microbiol6gico € um método especifico, mas ndo € capaz de indicar e
guantificar a formacdo de produtos de degradacdo. Este método seria melhor
preconizado para analise eventual em laboratorios, com o objetivo de determinar a
poténcia do antimicrobiano nos comprimidos, sendo utilizado como um teste
alternativo de analise. O método mais adequado para ser incluido num compéndio
oficial, seria por CLAE, pois € um método especifico e apropriado para determinacdo

de produtos de degradagéo e impurezas.

3.3. Discussao geral

A validacdo de métodos analiticos é uma ferramenta essencial para a analise de
qualidade de farmacos e medicamentos. Métodos analiticos precisam demonstrar
caracteristicas de analise adequadas para identificacdo de farmacos em formas
farmacéuticas e matéria-prima. A linezolida € o primeiro farmaco da classe das
oxazolidinonas, e até o momento, ndo ha métodos analiticos padronizados em
compéndios oficiais, e também poucos artigos cientificos abordando o
desenvolvimento de métodos analiticos para linezolida na forma farmacéutica
comprimidos.

Foram desenvolvidos e validados métodos analiticos usualmente utilizados para
determinacdo do teor descritos em cédigos oficiais e na literatura, relacionados ao
controle de qualidade de farmacos e medicamentos. Além disso, a simplicidade de
execucdo, tempo de andlise, custo e a capacidade de aplicacdo em estudos de

estabilidade foram, também, considerados, tendo em vista buscar métodos aplicaveis

ao controle de qualidade de rotina.
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A analise qualitativa deve ser realizada para identificar a substancia ativa em
matérias-primas e em formas farmacéuticas. Neste trabalho foram realizadas as
seguintes andlises: ponto de fusdo, andlise térmica (DSC/TG), CCD,
espectrofotometria no UV, espectrofotometria no IV e CLAE. A partir dos resultados
obtidos, foi possivel confirmar, a identidade de LNZ-SR, bem como identifica-la nos
comprimidos de linezolida. Todos os métodos desenvolvidos para quantificacdo de
linezolida mostraram-se adequados, proporcionando resultados satisfatorios. As
diferentes técnicas utilizadas propiciam alternativas verséateis na escolha do método de
andlise.

Na andlise quantitativa foram desenvolvidos e validados trés métodos analiticos:
espectrofotometria na regido UV, CLAE e doseamento microbioldgico. A validacao foi
realizada com base nos guias ICH (1996a), AOAC (1997) e resolugdo n°899 (BRASIL,
2003), as quais contém diretrizes sobre a validagdo de procedimentos analiticos,
indicando os principais pardmetros a serem avaliados durante a validagdo de um
método.

Os métodos mostraram-se especificos, uma vez que nao houve interferéncia
dos excipientes presente na formulacdo dos comprimidos de linezolida. O método
CLAE, mostrou ser indicativo de estabilidade, pois os comprimidos foram colocados
em condi¢Bes extremas de degradacédo 4cida, alcalina, oxidativa e fotolitica, nas quais
o0 método foi capaz de diferenciar a linezolida dos demais produtos de degradacédo. O
doseamento microbiolégico mostrou-se especifico em relagdo a degradacao de
linezolida pela luz.

A faixa de linearidade foi estabelecida para todos os métodos, construindo a
curva analitica, analisada por ANOVA. Todas as analises realizadas forneceram
regressao linear significativa, ndo apresentando desvio significativo de linearidade.
Todos os métodos apresentaram coeficiente de correlacao préximo da unidade (acima
de 0,999) indicando haver correlagdo linear entre as concentra¢des utilizadas e as

respectivas respostas obtidas. A precisdo e o desvio padrdo relativo foram avaliados
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para todos os métodos desenvolvidos e ndo excedeu o valor de 2%, demonstrando
gue 0s mesmos apresentam elevada precisdo sob as condi¢des estudadas. A exatidao
foi avaliada pelo teste de recuperacdo, e as percentagens recuperadas de LNZ-SR
foram préximas a 100 %, indicando que os métodos possuem exatiddo adequada.

Nao existem especificacbes oficiais para o teor de linezolida nos comprimidos.
Os limites preconizados pelas farmacopéias para a determinagéo do teor de farmacos
em formas farmacéuticas encontram-se na faixa de 90,0 a 110,0 % (F. Bras., 1988;
USP 31, 2008).

Através dos meétodos validados, os teores encontrados para as amostras
encontram-se entre 98,7 a 101,96 % do valor declarado, dentro dos limites usuais.
3.4. Conclusbes

- Avaliacdo da faixa de fusdo permitiu caracterizar LNZ-SR.

- Os métodos por CCD, espectrofotometria no UV, espectrofotometria no IV, CLAE
e andlise térmica, mostraram-se adequados para a identificacdo do farmaco nas
formas farmacéuticas.

- A determinacdo de linezolida em comprimidos por espectrofotometria na regido
de ultravioleta a 251 nm, utilizando agua como solvente demonstrou ser seletiva,
linear, sensivel, precisa e exata.

- A andlise quantitativa por CLAE demonstrou especificidade, linearidade,
sensibilidade, robustez, precisdo e exatiddo para determinacdo de linezolida em
comprimidos.

- O doseamento microbiolégico foi desenvolvido e validado, utilizando método por
difusdo em agar cilindros em placa e Bacillus subtilis ATCC 9372 como microrganismo
padrdo para linezolida em comprimidos, em que o método mostrou-se linear, preciso,
exato e especifico.

- A comparacdo dos métodos propostos para determinacdo quantitativa de
linezolida em comprimidos por CLAE, UV e doseamento microbiol6gico atendeu aos

requisitos de validagéo, ndo apresentando diferenca estatisticamente significativa.
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4.1. Introducgéo

A dissolucdo pode ser definida, num sentido restrito, como o processo pelo
gual uma substancia sélida incorpora-se no solvente para formar uma solucdo. No
entanto, no sentido amplo da palavra, € mais do que a simples medida da taxa de
solubilidade, podendo ser mais corretamente descrita como um ensaio fisico para
prever a liberacdo do farmaco de uma forma farmacéutica para uma determinada area,
numa determinada quantidade e no tempo correto. Esta definicdo € mais consentanea
com a aplicacdo dos ensaios de dissolucdo aos estudos biofarmacéuticos e
farmacocinéticos. Fundamentalmente, este processo é controlado pela afinidade entre
a substéancia solida e o solvente e pelo modo como o sistema farmacéutico a libera
(COSTA e LOBO, 1999; COSTA e LOBO, 2001a). No entanto, podem ser
incorporadas no seio da forma farmacéutica substancias, que permitem alterar a

solubilidade do farmaco no meio (PREECHAGOON et al., 2000).

O teste de dissolucdo é uma ferramenta muito importante para a inddstria
farmacéutica, tanto no desenvolvimento de produtos, como nos testes de controle de
gualidade de rotina. Apesar de ter sido inicialmente desenvolvido para formas
farmacéuticas sélidas, nos ultimos anos o teste de dissolucao vem sendo aplicado
também as formas ndo sélidas, como suspensdes, adesivos transdérmicos,
supositérios e outras. Recentemente, com o advento dos medicamentos genéricos,
outros empregos do ensaio de dissolucao tornaram-se importantes. A comparacao de
perfis de dissolucdo, por exemplo, é fundamental para evitar que todas as dosagens
de um mesmo produto sejam submetidas a estudos de bioequivaléncia. Outro aspecto
importante relacionado a dissolucdo é a classificacdo biofarmacéutica. Ela divide os
farmacos em quatro categorias segundo sua solubilidade e permeabilidade

(DRESSMAN et al., 1998; MARCOLONGO, 2003).
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De acordo com esta classificacdo, os farmacos sao divididos em quatro

categorias (AMIDON et al., 1995; FDA, 1997; FDA, 2000; BRASIL, 2002):

- Classe 1: Alta solubilidade (AS) — Alta permeabilidade (AP)

- Classe 2: Baixa solubilidade (BS) — Alta permeabilidade (AP)

- Classe 3: Alta solubilidade (AS) — Baixa permeabilidade (BP)

- Classe 4: Baixa solubilidade (BS) — Baixa permeabilidade (BP)

A utilizacéo da classificacdo biofarmacéutica permite determinar a possibilidade
de correlagédo in vitro — in vivo (FDA, 2000; BROWN et al., 2004). Nos casos em que
ha possibilidade de correlacdo, o teste de dissolu¢do deve ser realizado de forma a
prever o comportamento in vivo das formas farmacéuticas (MANADAS et al., 2002).
Embora as formas farmacéuticas solidas de liberacdo imediata sejam rotineiramente
analisadas quanto ao peso médio, uniformidade de conteldo, dureza, friabilidade e
desintegracdo, pode-se afirmar que, o teste mais frequentemente associado as
caracteristicas do comportamento in vivo é o teste de dissolucdo (DRESSMAN et al.,

1998).

Desde a introducdo do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (SCB)
(AMIDON et al., 1995), a validade e aplicabilidade desta teoria tém sido objeto de
ampla discusséao e investigacao. Estes esfor¢os tém resultado huma melhor orientacdo
do SUPAC-IR (FDA, 1995), diretrizes para dissolugédo (FDA, 1997) e orientacdo da
FDA (Food and Drug Administration) para isencdo dos estudos de bioequivaléncia, dos
farmacos inseridos na Classe | (formas farmacéuticas soélidas orais de liberacéo
imediata), que apresentam dissolucdo rapida e liberacdo imediata (FDA, 2000). Os
aspectos destas diretrizes abordam, também, os seguintes aspectos em relacdo a
isencdo dos estudos de bioequivaléncia: o farmaco deve ser estavel no trato

gastrintestinal, os excipientes ndo devem interferir na absorcao do farmaco, o farmaco
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ndo deve ter um indice terapéutico estreito e o produto ndo pode ser absorvido na
cavidade oral (FDA, 2000).

O SCB geralmente é considerado conservador nos critérios de dissolugcédo, em
relacdo a solubilidade e permeabilidade, levando em consideragdo o limite das
classes. Com isso, a possibilidade de modificar os limites e critérios, para permitir a
isencdo de estudos de bioequivaléncia in vivo nos estudos de novos produtos, tem
recebido atencéo crescente (BLUME e SCHUG, 1999).

A solubilidade de um farmaco é determinada pela dissolucdo da dosagem mais
alta de um medicamento em 250 mL de uma solugédo tampéo de pH entre 1,0 e 8,0.
Um farmaco é considerado altamente solUvel quando o resultado, em volume, da
relacdo dose/solubilidade é menor ou igual a 250 mL. Um farmaco de alta
permeabilidade é, geralmente, aquele cuja biodisponibilidade absoluta € maior que
90% na auséncia de instabilidade no trato gastrintestinal ou quando este parametro é
determinado experimentalmente. O SCB sugere que, para farmaco de AS e AP (classe
I) e para alguns farmacos de AS e BP (classe lll), a obtencédo de 85% de dissolugéo
em HCI 0,1 M, em até 15 minutos, pode garantir que a biodisponibilidade do farmaco
ndo é limitada pela dissolugdo. Em outras palavras, o medicamento, com este perfil de
dissolucdo, tem na permeabilidade a etapa determinante da biodisponibilidade e,

portanto, da equivaléncia terapéutica.

Outro aspecto a ressaltar, trata da grande variabilidade existente na cinética de
dissolucdo dos medicamentos contendo farmacos altamente sollveis, enquadrados no
perfil de dissolucdo minima de 85% em até 15 minutos. Em virtude da concentracao
na solugdo aumentar verticalmente com o tempo, qualquer desvio por menor que seja
no tempo de coleta da amostra nas diferentes cubas, na formulac&o do produto ou nas
condi¢cBes da dissolugdo podera conduzir a erros que inviabilizam a comparagédo dos
perfis de dissolucdo dos medicamentos contendo farmacos altamente sollveis e que

atendam as condi¢cfes de dissolucdo propostas nesta emenda. O fato da dissolucao
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ndo ser a etapa determinante da biodisponibilidade nestes produtos e a dificuldade de
evitar os erros metodolégicos em fungcdo dos diferentes fatores mencionados, neste
caso, ocorre a isencdo da comparacdo matematica, porém mantém-se a exigéncia da

apresentacdo do perfil de dissolucdo (BRASIL, 2002).

Para farmacos de BS e AP (caso Il), a dissolucao pode ser o passo limitante da
velocidade de absor¢cédo e uma correlacao in vitro - in vivo pode ser esperada. Perfis de
dissolucdo obtidos em meios de dissolucdo diferentes sdo recomendados para
medicamentos que contém farmacos desta categoria. Para farmacos de AS e BP
(caso lll), a permeabilidade € o passo limitante da velocidade de absor¢éo, podendo-
se esperar, ho maximo, uma correlacdo in vitro-in vivo limitada, dependente das
velocidades relativas de dissolugcdo e do transito intestinal. Os farmacos que se
enquadram no caso IV (BS e BP), geralmente, apresentam problemas significativos
para liberacdo a partir de formas farmacéuticas sélidas orais de liberacdo imediata

(FFSOLI) (BRASIL, 2002).

A Food and Drug Administration (FDA, 2000) regulamenta diretrizes para os
testes de dissolucdo das formas farmacéuticas sélidas, abordando os seguintes
aspectos:

- Recomendacfes gerais para os testes de dissolugéo

- Acesso as especificacbes de dissolucdo estabelecidas em relagdo as
caracteristicas biofarmacéuticas dos farmacos

- Métodos estatisticos para comparacgéo dos perfis de dissolucao

- Processos para determinar quando o teste de dissolucao é suficiente para
garantir a isencao dos estudos de bioequivaléncia.

O teste de dissolugéo é considerado um teste de desempenho (USP 31; 2008;
BRASIL, 2002), sendo importante para sua validacdo, a avaliagdo dos parametros
precisdo, exatidao, especificidade e linearidade, respeitando as caracteristicas de

cada caso. Os resultados obtidos auxiliam no desenvolvimento e avaliacdo de novas
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formulacdes, possibilitando possivel correlacdo in vivo-in vitro e fazem parte da
documentacdo para registro de novos produtos as autoridades regulatérias
(MARQUES e BROWN, 2002).

Para desenvolver um teste de dissolugéo, vérios fatores devem ser avaliados
como a solubilidade, a permeabilidade e as caracteristicas farmacocinéticas do
farmaco, bem como as peculiaridades da formulacdo em estudo. O aparato
(usualmente cestas ou péas), o meio de dissolucdo e a velocidade de agitacdo devem
ser cuidadosamente determinados. O pH do meio e o volume utilizado também devem
ser observados (FDA, 1997). Além disso, € necessario que o método de quantificacédo
a ser aplicado no teste esteja validado. A selecéo criteriosa das condic6es de ensaio
deve ser orientada no sentido de obter o maximo poder discriminatorio e resultar na
capacidade de deteccdo de eventuais desvios dos padrbes de qualidade propostos
(MARCOLONGO, 2003).

Os estudos de dissolucdo sdo uma ferramenta indispensavel nas vérias etapas
dos processos de desenvolvimento galénico, identificagdo de variaveis criticas, na
producdo, formulacdo, controle de qualidade, estabelecimento de correlagbes in
vitro/in vivo e assuntos regulamentares. EXxiste necessidade real de desenvolver
ensaios de dissolucdo que possam prever de forma mais eficaz o comportamento in
vivo das formas farmacéuticas, devendo levar ndo sé a redugéo dos custos e trabalho
necessarios ao desenvolvimento de uma forma farmacéutica, mas também ao namero
e tamanho dos estudos clinicos requeridos e o controle de qualidade mais confiavel.
Os ensaios de dissolugéo in vitro constituem importante meio de caracterizacdo da
gualidade biofarmacéutica de uma forma farmacéutica soélida oral, possibilitando o
controle de qualidade farmacéutico e o estabelecimento de correla¢cdes com os dados
obtidos in vivo. O conhecimento e controle das varidveis que podem influenciar a
liberacdo da substancia ativa bem como a padronizacdo e consequente calibracédo e
validagdo de equipamentos e procedimentos fortalecem a importancia destes ensaios,

tornando-os mais confidveis, robustos e exeqiliveis. A selecdo criteriosa das
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condi¢cbes do ensaio deve ser orientada no sentido de se obter o0 maximo poder
discriminatério e resultar na capacidade de deteccdo de eventuais desvios aos
padrées de qualidade inicialmente pretendidos (MANADAS et al., 2002;
MARCOLONGO, 2003).

Além de demonstrar a equivaléncia lote-a-lote, o teste € uma exigéncia para o
registro de novos produtos e um parametro essencial a ser avaliado em um processo
de controle de qualidade (MARQUES e BROWN, 2002). Diversos parametros devem
ser avaliados para o desenvolvimento do teste de dissolugdo, quais sejam: meio de
dissolucéo, velocidade de agitacéo, aparelho de dissolugéo, tempo para amostragem,
entre outros (MARQUES e BROWN, 2002; USP 31, 2008). Além disso, o
conhecimento das propriedades do farmaco, relacionadas a solubilidade e
permeabilidade deve ser buscado na literatura, com o objetivo de verificar em qual
classe da classificacdo biofarmacéutica se encontra, e se h& possibilidade de
correlagéo in vitro-in vivo.

No ambito mundial, a dissolugdo adquire importdncia cada vez maior em
relacdo as alteracdes pos-registro relacionada a mudancas de formulacao,
equipamento, processo produtivo e local de producdo, de forma a fornecer
justificativas técnicas que embasem a ndo realizacdo de ensaios desnecessarios
envolvendo seres humanos, evitando assim o problema ético e também de custo, que
estes estudos acarretam (MARCOLONGO, 2003). Ha, atualmente, inGmeras
pesquisas em andamento para ampliar o uso dos ensaios de dissolucdo nos casos de
isencdo de testes de bioequivaléncia previstos pelo SCB. Embora ndo existam no
mundo muitos casos em que esta isencao foi efetivamente concedida, a perspectiva é
que, com o advento de novas técnicas para determinacdo da permeabilidade intestinal
e a definicdo real de quais farmacos seriam objeto de tal isencéo, especificamente
agueles da classe |, a aplicacdo do SCB seja difundida, podendo inclusive ser

ampliada para farmacos da classe 1ll (MARCOLONGO, 2003).
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4.2. Material
Foram utilizados comprimidos revestidos de linezolida (Zyvox), descritos no
capitulo Ill, empregados para o desenvolvimento e validacdo dos métodos qualitativos

e quantitativos.

4.2.1. Equipamento

Os testes de dissolucdo foram realizados em equipamento HANSON — SR 8
plus, contendo seis cubas de dissolucdo, de acordo com as normas estabelecidas pela
USP 31 (2008). A guantificacdo de linezolida nas amostras foi realizada utilizando os

métodos anteriormente validados em CLAE e espectrofotometria UV.

4.3. Teste de dissolucéo

4.3.1.1. Determinacdo das condicdes sink

As condi¢des sink para linezolida foram determinadas em agua e HCI 0,1 M
(pH 1,2), utilizando quantidades de farmaco equivalentes a 3 vezes a dose presente

na forma farmacéutica em 900 mL de meio de dissolucéo.

4.3.1.2. Determinacgéao do perfil de dissolucao

O perfil de dissolucdo foi avaliado depois de obtidas as condicbes mais
adequadas para o perfil de dissolucdo. Apdés cada tempo de coleta selecionado,
conforme Tabela 4.1, uma aliquota de 15,0 mL (equivalente a aproximadamente
10.000 ug) foi retirada de cada cuba e o mesmo volume de meio de dissolugéo foi
reposto, para manter o volume total constante. A aliquota retirada foi transferida para
baldo volumétrico de 100 mL, obtendo-se solugao com concentragéo teérica de 100,0
ug/mL. Uma aliquota de 3,0 mL foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL,

obtendo-se solugdo com concentragéo tedrica de 12,0 ug/mL. Para analise em CLAE,
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esta solugéo foi filtrada em membrana de 0,45 um e diluida com a fase movel. Para
andlise por espectrofotometria no UV foi preparada uma solu¢do com concentracdo

final de 12,0 ug/mL, utilizando o procedimento descrito anteriormente.

Tabela 4.1. Condi¢des usadas no perfil de dissolugdo de comprimidos de linezolida

Caracteristicas Descricao

Velocidade de agitacao 50 rpm

Meio de dissolucdo Agua/HCI 0,1 M

Volume do meio 900 mL

Modo de desaeracao Banho de ultrassom 15 minutos
Tempos de coleta 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos
Temperatura 37+0,5°C

Aparato pa

4.3.1.3. Resultados e discussao

Os testes preliminares foram realizados para verificar se linezolida era soltvel
em HCI 0,1 M e agua. As Figuras 4.1 e 4.2 apresentam os resultados obtidos a partir
de testes de dissolugdo com comprimidos de linezolida utilizando pas e velocidade de
rotacdo de 50 rpm e dois meios de dissolugdo: 4gua e HCI 0,1 M, utilizando CLAE e

espectrofotometria no UV, respectivamente, para analise.
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Figura 4.1. Perfis de dissolucdo de comprimidos de linezolida utilizando pas a 50 rpm

e HCI 0,1 M e 4gua como meios de dissolucéo, analisados por CLAE.
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Figura 4.2. Perfis de dissolucdo de comprimidos de linezolida utilizando pas a 50 rpm
e HCI 0,1 M e agua como meios de dissolucao, analisados por espectrofotometria no

uVv.
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O perfil de dissolucdo foi desenvolvido para verificar o comportamento de
dissolucado de linezolida. Na literatura, ndo foi encontrada a classificacao de linezolida
no Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica, mas pode-se inferir que o farmaco seja
Classe I, visto que apresenta uma alta solubilidade e biodisponibilidade de quase 100
%. Neste caso, a analise poderia ter sido realizada em apenas um ponto (FDA,1997).
Entretanto, como ndo ha dados sobre os testes de dissolu¢cdo para os comprimidos
contendo linezolida publicados na literatura, optou-se por realizar o perfil de

dissolucao, a fim de conhecer as informacgfes geradas a partir do teste desenvolvido.

Inicialmente, para os estudos de dissolucdo, foram escolhidos dois métodos
analiticos validados anteriormente (capitulo IIl) para analise dos comprimidos de
linezolida: método espectrofotométrico e CLAE. Para o desenvolvimento do teste de
dissolucdo para comprimidos contendo linezolida, foram testadas as condi¢cdes sink.
Os resultados mostraram que o farmaco apresenta solubilidade em HCI 0,1 M e agua.
Desta forma, o teste de dissolucdo foi realizado nestes dois meios, para avaliar o
percentual de liberagdo do farmaco ao final do teste de dissolu¢cdo. Nos estudos em
meio acido (Figura 4.1 e 4.2), os comprimidos se desintegraram levemente mais
rapido do que em agua, melhorando desta forma a taxa de dissolugcédo, aumentando a
area efetiva de superficie. Contudo, por causa da acdo corrosiva de vapores &cidos
sobre 0 equipamento de dissolugdo, atualmente é pratica geral usar agua destilada, a
ndo ser que estudos de investigacdo apontem para a necessidade especifica de
dissolucdo &cida para gerar dados significativos (REMINGTON, 2004). Outra
observacdo verificada nos estudos preliminares esta relacionada ao perfil de
dissolucdo em &cido e em agua (Figura 4.1 e 4.2), que sdo praticamente semelhantes,
excetuando-se os primeiros 15 minutos de dissolucdo, que em acido é mais rapido.
Devido aos fatores explanados o meio de dissolugéo selecionado para a realizagédo

dos perfis de dissolucdo foi a agua.
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A velocidade de agitacéo foi selecionada de acordo com faixa recomendada
para pas (50-75 rpm) (FDA, 1997; USP 31, 2008). Considerando que os testes
preliminares com 50 rpm foram satisfatorios, ndo foram testadas outras velocidades. O
perfil de dissolucdo obtido para os comprimidos contendo linezolida foi satisfatorio.
Apds 10 minutos, na andlise por espectrofotometria no UV e CLAE mais de 85 % do
farmaco estava dissolvido no meio. Como especificacdo do teste, pode ser sugerida a
analise de um ponto, por exemplo, em 30 minutos, no qual mais de 85 % do farmaco
devera estar dissolvido. Com a determinacdo do perfil de dissolu¢cdo de linezolida,
foram estabelecidos os parametros para a realizacdo do teste de dissolucdo, bem

como sua validacéo.

4.3.3. Métodos

Para definicdo dos parametros utilizados no teste de dissolugdo, foram
testados dois meios: agua e HCI 0,1 M (pH 1,2). Os testes de dissolucdo foram
realizados utilizando 900 mL de cada um dos dois meios de dissolugéo, os quais foram
previamente desaerados em ultrassom por 15 minutos e mantidos a temperatura de 37

+ 0,5° C. Foi utilizado o aparato pa e o tempo de teste foi de 60 minutos.

4.4. Validagao do teste de dissolugéo

A validacéo do teste de dissolucéo foi realizada pela avaliagdo dos seguintes
parametros: especificidade, linearidade, precisdo intermediaria e estabilidade das

solugcbes (MARQUES e BROWN, 2002; USP 31, 2008).

e Especificidade: avaliada usando placebo dos comprimidos. As amostras placebo
foram preparadas utilizando-se quantidades equivalentes a um comprimido revestido,

as quais foram transferidas para cubas de dissolu¢do contendo 900 mL de meio por 1
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h a 150 rpm, utilizando o respectivo aparato de dissolugdo. A interferéncia dos

excipientes presentes foi analisada por UV e CLAE.

e Linearidade: avaliada pela curva analitica construida para o método de CLAE e UV,
a qual empregou seis concentracdes de linezolida-SQR (8,0; 10,0; 12,0; 14,0; 16,0 e

20,0 ug/mL para CLAE e 6,0; 8,0; 10,0; 12,0; 14,0 e 16,0 ug/mL para UV).

e Precisdo: a avaliagdo da preciséo intermediaria do teste de dissolucéo foi realizada
utiizando um lote caracterizado em termos de uniformidade de conteudo e
comparando os resultados com aqueles obtidos do teste de dissolucdo. De acordo
com a USP 31 (2008), a uniformidade de conteudo é avaliada dosando dez
comprimidos, individualmente, e calculando o conteudo de linezolida de cada um.
Além disso, foram comparados o0s resultados obtidos com analistas diferentes,

utilizando um lote com uniformidade de contelido avaliada.

e Exatiddo: Conforme os guias do ICH (1996), a exatidao foi inferida a partir dos

dados de linearidade, especificidade e preciséo.

e Estabilidade das solugdes: a estabilidade foi avaliada verificando-se a resposta de
solucdo amostra armazenada a temperatura ambiente (25° C + 1° C) por um periodo
de tempo especificado. As solucbes amostras com os meios de dissolucao testados

(dgua e HCI 0,1 M) foram monitoradas por 24 h utilizando CLAE.

4.4.1. Estabilidade e especificidade das soluc¢des
4.4.1.1. Resultados e discusséo
A Figura 4.3 apresenta o grafico do decaimento de linezolida nas primeiras 24

horas de avaliacdo de sua estabilidade nos meios de dissolu¢cédo 4gua e HCI 0,1 M.
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Figura 4.3. Perfil de decaimento de linezolida nas primeiras 24 horas de avaliacdo de

sua estabilidade nos meios de dissolucéo.

A Figura 4.4 mostra o cromatograma referente a avaliagdo da especificidade

dos excipientes contidos no comprimido, avaliados por CLAE.
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Figura 4.4. Cromatograma do placebo, em agua.
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A Figura 4.5 mostra o espectro de absorcdo referente a avaliacdo da
especificidade dos excipientes contidos no comprimido, avaliados por

espectrofotometria no UV.
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Figura 4.5. Espectro de absorcéo do placebo, em agua.

A estabilidade das solugdes foi avaliada nos dois meios analisados. De acordo
com a Figura 4.4, as solu¢des foram avaliadas por 24 horas, em que, verificou-se que
a solucdo em agua é mais estavel, que em meio acido. Logo nas primeiras horas,
verifica-se o decaimento de linezolida em meio &cido. Este dado vem corroborar com a
escolha de &gua como meio de dissolucdo para este farmaco. A andlise da
especificidade demonstrou que os métodos por CLAE e espectrofotometria no UV ndo

sofrem interferéncia dos excipientes da formulacéo (Figura 4.4 e 4.5).
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4.4.2. Precisédo
4.4.2.1. Método

A precisdo intermediaria foi avaliada pela comparacdo dos resultados de
uniformidade de conteudo e o percentual de liberacdo do farmaco. A precisao
intermediaria também foi avaliada com a utilizacdo de dois analistas diferentes durante

os testes.

4.4.2.2. Resultados e discussao
4.4.2.2.1. Analise por espectrofotometria UV

As quantidades de linezolida, dissolvidas em cada tempo de coleta, e os
valores de desvio padréo relativos estéo listados na Tabela 4.2 e o perfil de dissolugéo

apresentado na Figura 4.6.
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Tabela 4.2. Quantidade de linezolida dissolvida no teste de dissolucéo (n = 6), usando

agua como meio de dissolucao e velocidade de 50 rpm (pas)

Tempo (minutos) % farmaco dissolvida DPR*
0 0 0
5 70,45 8,87
10 85,29 4,32
15 88,25 2,58
30 90,10 2,82
45 90,48 2,62
60 89,21 2,38

*DPR- desvio padrao relativo
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Figura 4.6. Perfil de dissolu¢céo de comprimidos de linezolida 600 mg, usando

agua como meio de dissolucao e velocidade de 50 rpm (pas).
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A preciséo intermediaria no teste de dissolu¢do utilizando espectrofotometria

no UV foi avaliada utilizando dois analistas diferentes. A Tabela 4.3 e a Figura 4.7,

apresentam os resultados obtidos pelo Analista 1, utilizando espectrofotometria no UV

para andlise.

Tabela 4.3. Quantidade de linezolida dissolvida no teste de dissolucédo (n = 6) e 0

respectivo DPR, determinados pelo analista 1, usando agua como meio de dissolu¢éo

e velocidade de 50 rpm (pas)

Tempo (minutos) % farmaco dissolvida DPR*
0 0 0
5 70,35 12,50
10 84,18 7,15
15 87,58 4,54
30 90,46 2,83
45 90,07 2,14
60 88,98 2,16

*DPR- desvio padréo relativo
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Figura 4.7. Perfil de dissolu¢do de comprimidos de linezolida 600 mg, obtido pelo analista 1,

usando agua como meio de dissolucéo e velocidade de 50 rpm (pas).
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A Tabela 4.4 e a Figura 4.8 demonstram a quantidade de linezolida dissolvida
em cada tempo, pelo analista 2.
Tabela 4.4. Quantidade de linezolida dissolvida no teste de dissolucdo (n = 6) e 0
respectivo DPR, determinados pelo analista 2, usando agua como meio de dissolu¢éo

e velocidade de 50 rpm (pas)

Tempo (minutos) % farmaco dissolvida DPR
0 0 0
5 74,29 9,57
10 87,06 6,49
15 91,46 7,34
30 95,01 5,35
45 94,35 5,84
60 93,03 4,63

*DPR- desvio padrao relativo
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Figura 4.8. Perfil de dissolucdo de comprimidos de linezolida 600 mg, obtido pelo analista 2,

usando 4gua como meio de dissolucéo e velocidade de 50 rpm (pas)
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A Figura 4.9 ilustra os perfis de dissolucdo de comprimidos de linezolida 600

mg, determinados pelo método espectrofotométrico, por dois analistas.

100

—#— Analista 1

—a— Analista 2

% de linezolida dissolvida

3Icu 4Icu 5Icu sln ?Icu

Tempo (min)

Figura 4.9. Perfil de dissolucdo de comprimidos de linezolida 600 mg, obtido pelo
analista 1 e 2, usando 4gua como meio de dissolucdo e velocidade de 50 rpm

A avaliacdo do perfil de dissolucdo de comprimidos de linezolida foi
determinado pelo método espectrofotométrico no UV, previamente validado. O valor
médio de uniformidade de contetdo para comprimidos de linezolida foi de 98,73 %
utilizando espectrofotometria na regido ultravioleta. A Tabela 4.2 mostra os valores de
linezolida dissolvidos no meio de dissolucdo em tempos pré-determinados. Observa-se
gue em 10 minutos, a linezolida possui dissolu¢cdo maior que 85 %.

A precisao intermediaria do método por espectrofotometria no UV foi avaliada
por dois analistas diferentes. Os valores de DPR para percentagens de dissolucéo,
utilizando o método espectrofotométrico no UV, com analistas diferentes, encontram-
se abaixo de 6 % para valores acima de 85 % de dissolugdo. A Figura 4.9 apresenta
os perfis de dissolucdo obtidos pelos dois analistas, em que observa-se, que ndo

houve diferenca significativa nos perfis de dissolugdo nas duas andlises.

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira



Capitulo IV — Teste de dissolu¢Go 107

4.4.2.2.2. Analise utilizando CLAE

As quantidades de linezolida, dissolvidas em cada tempo de coleta, e os
valores de DPR estdo listados na Tabela 4.5 e o perfil de dissolugdo mostrado na
Figura 4.10.
Tabela 4.5. Quantidade de linezolida dissolvida no teste de dissolug&o (n = 6), usando

agua como meio de dissolucéo e velocidade de 50 rpm (pas)

Tempo (minutos) % farmaco dissolvida DPR
0 0 0
5 73,48 9,26
10 94,32 6,74
15 99,83 3,23
30 101,93 2,62
45 102,53 2,91
60 105,22 2,92
120
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Figura 4.10. Perfil de dissolucdo de comprimidos de linezolida 600 mg, usando agua
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A preciséo intermediaria no teste de dissolucdo utilizando CLAE foi avaliada
utilizando dois analistas diferentes. A Tabela 4.6 e a Figura 4.11, apresentam 0s
resultados obtidos pelo Analista 1, utilizando CLAE para andlise.

Tabela 4.6. Quantidade de linezolida dissolvida no teste de dissolucdo (n = 6) e 0
respectivo DPR, determinados pelo analista 1, usando agua como meio de dissolugéo

e velocidade de 50 rpm (pas)

Tempo (minutos) % farmaco dissolvida DPR
0 0 0
5 71,87 11,21
10 92,11 8,12
15 98,27 511
30 101,09 3,40
45 101,38 4,32
60 104,85 4,74
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Figura 4.11. Perfil de dissolucdo de comprimidos de linezolida 600 mg, obtido pelo

analista 1, usando 4gua como meio de dissolucéo e velocidade de 50 rpm (pés).
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A Tabela 4.7 e a Figura 4.12 demonstram a quantidade de linezolida dissolvida

em cada tempo, pelo analista 2.

Tabela 4.7. Quantidade de linezolida dissolvida no teste de dissolucdo (n = 6) e 0

respectivo DPR, determinados pelo analista 2, usando agua como meio de dissolu¢éo

e velocidade de 50 rpm (pés).

Tempo (minutos) % farmaco dissolvida DPR
0 0 0
5 77,79 11,92
10 94,02 6,46
15 98,87 3,54
30 101,68 4,02
45 101,97 4,49
60 105,06 3,36
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.
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Figura 4.12. Perfil de dissolucdo de comprimidos de linezolida 600 mg, obtido pelo

analista 2, usando 4gua como meio de dissolucéo e velocidade de 50 rpm (pés).
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A Figura 4.13 apresenta os perfis de dissolucdo de comprimidos de linezolida

600 mg, determinados pelo método cromatografico por dois analistas.
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Figura 4.13. Perfil de dissolu¢cdo de comprimidos de linezolida 600 mg, obtido pelos
analistas 1 e 2, usando 4gua como meio de dissolugdo e velocidade de 50 rpm,

analisados.

O perfil de dissolugéo de linezolida foi analisado utilizando CLAE, previamente
validado. Os valores médios de uniformidade de conteddo para comprimidos de

linezolida foram 101,39 % utilizando CLAE.

A Tabela 4.5 apresenta os valores de linezolida dissolvida nos tempos 0, 5, 10,
15, 30, 45 e 60 minutos, em que, verificou-se a dissolucdo de 94 % de linezolida em
10 minutos de andlise. No tempo de 30 minutos, linezolida apresentou dissolucéo de
100% e o DPR foi de aproximadamente 2,5 %. Este ponto, 30 minutos, pode ser

sugerido para o tempo de analise no teste de dissolucgéo, utilizando CLAE.
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Com o intuito de analisar a precisao intermediaria do teste de dissolucdo, o
perfil de dissolucdo foi realizado por dois analistas. Os valores de DPR para
percentagens de dissolucdo, utilizando CLAE, com analistas diferentes, estavam
abaixo de 6 % para valores acima de 95 % de dissolucdo. A Figura 5.13 apresenta 0s

perfis de dissolucdo pelos dois analistas em CLAE.

4.4.2.2.3. Comparacdo dos perfis de dissolugcdo analisados por CLAE e
espectrofotometria na regido ultravioleta
A Figura 4.14 apresenta a comparacdo dos perfis de dissolugcdo de

comprimidos de linezolida obtidos por CLAE e espectrofotometria no UV.
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Figura 4.14. Perfil de dissolucdo de comprimidos de linezolida 600 mg, obtido
pelo método em CLAE e UV, usando agua como meio de dissolu¢éo e velocidade de
50 rpm.
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A comparagcdo dos perfis de dissolu¢cdo obtidos pelos dois métodos foi
demonstrada na Figura 4.14. Pode-se observar que o método em CLAE é mais
sensivel para deteccdo do farmaco dissolvido no meio, apresentando um perfil de
dissolugdo maximo (100 %), apds 15 minutos de andlise. Pela analise no UV, observa-
se que, em 30 minutos de andlise o farmaco se encontra 90 % dissolvido no meio.
Este dado néo invalida o teste pela espectrofotometria no UV, ja que este valor esta
dentro da especificacdo de dissolucdo para comprimidos, mas o método utilizando

CLAE é mais sensivel para deteccao de linezolida dissolvida no meio de dissolucao.

4.5. Estudo da cinética de dissolucéao
4.5.1. Condicdes de estudo
Para o estudo da cinética de dissolucdo, foram utilizadas as concentracbes
relatadas nas Tabelas 5.2 e 5.5, analisadas por espectrofotometria no UV e CLAE,
respectivamente. Os modelos aplicados foram de ordem zero, primeira ordem e
modelo de Higuchi em que os graficos foram tracados de acordo com o modelo
matematico proposto. Para avaliar os perfis de dissolu¢cdo pelos dos modelos
propostos, estabeleceram-se as seguintes relagfes (FERRAZ, 1997; COSTA e LOBO,
2001b):
a) Zero ordem: foram tragados gréficos de tempo versus quantidade total menos
guantidade de farmaco nédo dissolvido (Q = Qg —kot).
b) Primeira ordem: foram tragados gréficos de tempo versus logaritmo neperiano
da porcentagem de farmaco nao dissolvido (InQ = InQq —kKt).
c) Modelo de Higuchi: foram tracados gréaficos da raiz quadrada do tempo versus

porcentagem de farmaco dissolvido (Q = kt'?).

Estudos de regresséao linear foram realizados para cada modelo, determinando-

se as equacdes e parametros estatisticos da regressao. O modelo mais adequado foi
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selecionado apés andlise de regressédo, considerando-se o parametro r (coeficiente de
correlacdo), das curvas de dissolucao por CLAE e espectrofotometria no UV, utilizando
apenas 0s pontos que correspondiam a fase ascendente das mesmas. Outros
parametros relativos a cinética de dissolucdo como constante de velocidade de
dissolucao (ks) e meia—vida de dissolucao (tso,) também foram determinados. Apds a
selecdo do modelo mais adequado, foi calculado o valor de ks, que corresponde ao

coeficiente angular de inclinacdo da reta. Cada modelo matematico possui uma

equacdo de ks correspondente (Tabela 4.8).

Tabela 4.8. Equacdes da meia-vida de dissolucdo (ks) de acordo com o modelo

matematico correspondente

Modelo Matemético Equacéo

Zero ordem t500s = Qoo/2 X kS
Primeira ordem ts00 = 0,693/ks
Modelo de Higuchi 500, = %D X Vt

4.5.2. Resultados e discussao
4.5.2.1. Cinética de dissolucdo de comprimidos de linezolida por CLAE e
espectrofotometria no UV

A Figura 4.15 mostra a cinética de dissolucdo, utilizando os modelos
matematicos de ordem zero, primeira ordem e modelo de Higuchi, obtidas pela analise

por CLAE.
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Figura 4.15. Modelos propostos (A) — reacdo de ordem zero; (B) reacdo de

primeira ordem; (C) modelo de Higuchi, obtidos por CLAE.
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A Figura 4.16 mostra a cinética de
matematicos de ordem zero, primeira ordem e m

por espectrofotometria no UV.
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Figura 4.16. Modelos propostos: (A) — reacdo de ordem zero; (B) reacdo de

primeira ordem; (C) modelo de Higuchi, obtidos por espectrofotometria no UV.
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A Tabela 4.9 mostra os resultados obtidos da velocidade de dissolucdo (k) e a
meia-vida Util (tsge,) de comprimidos de linezolida, obtidos segundo cinética de primeira

ordem, obtidos pelo método em CLAE.

Tabela 4.9. Parametros calculados para cinética de dissolucdo de linezolida obtidos

por CLAE
CLAE
Modelo matematico Primeira ordem
Coeficiente de correlacéo (r?) 0,9987
Equacéo y =-0,2779x + 4,6715
Coeficiente linear 4,6715
Coeficiente angular -0,2779
Constante da velocidade de dissolucéo (min™) 0,2779
ts09 (MiNuUtos) 2,5

O estudo da cinética do processo de dissolucdo, empregando-se 0s modelos
de zero ordem, primeira ordem e Higuchi, foi efetuado para os comprimidos de
linezolida. Os dados obtidos pelo método espectrofotométrico no UV e CLAE foram
tratados com os modelos propostos. Na Figura 5.15 sdo mostrados os trés modelos
matematicos obtidos por CLAE até 15 minutos. Observa-se que em 15 minutos de
analise, praticamente 100 % de linezolida esta totalmente dissolvida. Na linearizacao
dos dados, utiliza-se os pontos ascendentes na curva. Quando utilizamos modelos
matematicos para caracterizar a cinética de dissolucao, os dados plotados no eixo y é

de farmaco néo dissolvido no meio, em cada tempo de analise. Com isto, observa-se
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gue o modelo proposto mais adequado para definir a cinética de dissolucdo é de

primeira ordem, que apresentou coeficiente de correlacéo (r?) equivalente a 0,9987.

A constante de velocidade de dissolucdo (ks) corresponde ao coeficiente
angular da equacao de primeira ordem, neste caso, equivalente a 0,2779. A meia-vida
€ extremamente importante, na medida em que se estabelece o tempo necessério
para que 50 % do farmaco esteja dissolvido. Assim para produtos nos quais a
liberacao do farmaco € mais rapida, os valores de tsy, Serdo mais baixos. Em relacao
a este parametro, os comprimidos de linezolida, indicaramram valores baixos, tsgy =
2,5 minutos. Estad observagdo sugere que em um curto espaco de tempo, a forma
farmacéutica libera metade da quantidade do farmaco contido, fato este, realmente

adequado para uma forma farmacéutica de liberacao imediata.

Os dados obtidos pelo método espectrofotométrico no UV (Tabela 4.2) foram
tratados para obtencdo dos dados de cinética de dissolu¢do. Este método mostra-se
pouco sensivel para quantificacdo de linezolida no meio de dissolucdo. A Figura 5.16
mostra a aplicacdo dos modelos mateméticos de zero ordem, primeira ordem e
modelo de Higuchi. Péde-se observar que nao foi possivel determinar um modelo

matematico ideal, pois os coeficientes de correlacdo mostraram-se muito baixos.

O método em CLAE mostra-se mais sensivel e adequado para delinear e
estudar a cinética de dissolu¢éo de comprimidos de linezolida. N&o foi possivel realizar
a comparacédo de perfis de dissolucao entre formulacées, pois, até 0 momento, existe
apenas uma especialidade farmacéutica contendo linezolida disponivel no mercado

brasileiro.
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4.6. Conclusao

O desenvolvimento do teste de dissolucdo é uma etapa muito importante,
considerando que este ensaio é uma ferramenta de avaliacdo de produtos
farmacéuticos. Os dados de especificidade e estabilidade sdo necessarios a fim de
considerar qual serd o método de doseamento do farmaco, no meio de dissolugdo. As

condi¢Bes estabelecidas foram adequadas e o perfil obtido considerado satisfatorio.
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5.1. Introducéo

A estabilidade € definida como o tempo (em dias, meses, anos) durante o qual
a especialidade farmacéutica ou mesmo a mateéria-prima considerada isoladamente,
mantém, dentro dos limites especificados e durante todo o periodo de armazenamento
e uso, as mesmas condi¢cdes caracteristicas que possuia quando da época de sua
fabricacdo (VADAS, 2000; ANSEL et al., 2000).

A estabilidade dos medicamentos também pode ser definida como o periodo a
partir da data de fabricacdo e empacotamento da formulagéo até que a sua atividade
guimica e biolégica ndo seja menor que um nivel pré-determinado de poténcia
rotulada e suas propriedades fisicas ndo tenham mudado apreciavelmente e de forma
deletéria. Embora existam exce¢des, 90% das poténcias descritas em roétulos,
geralmente sdo reconhecidas como o nivel minimo de poténcia aceitavel. O prazo de
validade € entdo definido como o periodo de tempo no qual a preparacao
permanecera estavel, dentro dos limites aceitaveis para efeito terapéutico, quando
armazenada sob as condi¢gbes recomendadas (VADAS, 2000).

Muitos fatores afetam a estabilidade de um produto farmacéutico, entre eles, a
estabilidade das substancias ativas, a interacdo excipiente-farmaco, os processos de
producédo, a forma farmacéutica, a embalagem e o sistema de lacre, as condigbes
durante o transporte, armazenamento e o periodo entre a fabricagédo e a utilizacdo do
produto. Fatores ambientais que podem alterar um produto com o tempo incluem
temperatura, radiacbes, umidade, oxigénio e outros gases atmosféricos, presséo,
solventes, pH, interacdes, contaminacdo microbiana, entre outros (KOMMANABOYINA
e RHODES, 1999).

O estudo da cinética das reacdes quimicas tem por objetivo a correlacdo
matematica de dados experimentais, visando estabelecer hipoteses sobre os fatores
determinantes da velocidade de uma reacdo e elucidar os mecanismos de reacdo

envolvidos (NETZ e ORTEGA, 2002).
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No ambito farmacéutico, a cinética quimica tem aplicacdo relevante nos
estudos de estabilidade de medicamentos, assim como a caracterizacdo dos
mecanismos envolvidos na degradacdo dos mesmos. O conhecimento de tais
aspectos permite estabelecer prazos de validade fidedignos, além de assegurar e
otimizar a estabilidade dos medicamentos, detectando incompatibilidades decorrentes
da mistura dos produtos ou evitando o efeito toxico associado a produtos de
degradacao (NETZ e ORTEGA, 2002).

As reacgOes de degradacédo nos medicamentos ocorrem a velocidades definidas
e sao de natureza quimica. Dependem de vérias condi¢des, tais como, concentragéo
dos reagentes, temperatura, pH, solvente utilizado, presenca de tensoativos ha
formulacédo, umidade, excipientes, luz e oxigénio (LACHMAN et al., 2001; FLORENCE
e ATTWOOD, 2003). Consequentemente, para que o estudo seja efetivo deve-se
aplicar principios de cinética quimica. O estudo da cinética de degradagdo é
fundamental para o estudo de estabilidade de preparagbes farmacéuticas. Apresenta
como objetivos obter, experimentalmente, os dados cinéticos e correlaciona-los, por
equacdes matematicas, além de propor mecanismos para as reacdes de degradacdo
e estabelecer condigbes para acelerar ou diminuir a velocidade das reacdes
(NUDELMAN, 1975).

A cinética quimica classifica as reagbes em ordem de reagles, que s&o
designadas de: ordem zero, primeira ordem, segunda ordem, terceira ordem ou
mesmo ordens cinéticas mais complexas (NETZ e ORTEGA, 2002). Nas reacdes de
ordem zero, a decomposicdo procede a uma velocidade constante, sendo
independente da concentracdo de quaisquer reagentes. Nesse caso, um grafico de
concentracdo (c) em fungcdo do tempo (t) da origem a uma reta, cuja inclinacédo
corresponde a constante de velocidade da reagdo (k) de degradagdo do farmaco
(FLORENCE e ATTWOOD, 2003).

As reacdes de primeira ordem indicam que, as velocidades de reacgdo

dependem da concentracdo do reagente, obtendo-se uma reta, com a representacao
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do logaritmo da concentracdo (log C) em funcdo do tempo (t). Neste tipo de reacéo,
uma substancia decompde-se em um, ou mais produtos. A cinética de segunda ordem
ocorre quando a velocidade de reacdo depende da concentracdo de dois reagentes,
ou a segunda poténcia da concentragdo de um deles. Para esse tipo de reacgéo, a
representacao do inverso da concentracdo (1/C) em funcéo do tempo (t) fornece uma
reta (LACHMAN et al.,, 2001). O modelo cinético pode ser representado pelas
Equacdes 6.1, 6.2 € 6.3:

C=Co-—kt toos, = (0,1 X Co)/k  (reacéo de ordem zero) Equacéo 6.1

In C =In Co — kt toos = 0,106/k (reacdo de primeira ordem)  Equacéo 6.2
1/C =1/Co + kt tooss = 1/(9k x Co)  (reacéo de segunda ordem)  Equacgédo 6.3

Quando a ordem de reacdo é desconhecida, € possivel deduzi-la pela anélise
dos gréficos plotados para cada ordem. A representacdo gréafica que resultar em uma
linha reta indica qual a ordem de reacdo. Este método possui algumas limitacdes,
principalmente em relacéo ao tempo de exposi¢do da amostra ao fator de degradacéao.
Quando os graus de decomposicdo sdo muitos baixos, € dificil diferenciar as ordens
de reacdo, uma vez que todas parecem ser lineares (NETZ e ORTEGA, 2002).

Na reacdo de ordem zero, o fator limitante é outro, que ndo a concentracao, por
exemplo, a solubilidade ou a absorcao da luz em certas moléculas fotossensiveis. Em
formas farmacéuticas no estado sélido, que sdo expostos a degradacdo pela agua
(umidade), os farmacos decompbem-se de acordo com velocidades de pseudo-
primeira ordem, a medida que as reacdes ocorrem entre o farmaco e a agua. O
sistema comporta-se como uma suspensao, e como existe um excesso de farmaco no
estado solido, a velocidade de reacdo de primeira ordem torna-se, na realidade, uma
velocidade de pseudo ordem zero e a velocidade de diminuicdo da quantidade de
farmaco ao longo do tempo é linear. Velocidades de reagédo de pseudo ordem zero
ocorrem frequentemente com farmacos formulados na forma de suspensédo
(LACHMAN et al., 2001). Muitas decomposi¢cdes em estado sélido ou em suspensao

seguem cinética de ordem zero. O acido ascorbico, por exemplo, degrada-se a uma
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mesma velocidade em condi¢des anaerbbicas, independente da concentragdo ser 1,3
ou5M (NETZ e ORTEGA, 2002).

Apesar da importancia das formulacbes sélidas, tém existido, relativamente,
poucas tentativas para avaliar detalhadamente a cinética de decomposi¢do deste tipo
de formulacao. Muitos dos trabalhos iniciais foram desenvolvidos com o Unico objetivo
de prever a estabilidade, mas os dados foram tratados utilizando-se equacbes de
velocidade derivadas de reacdes em solucdo (FLORENCE e ATTWOOD, 2003). O
estudo das formas farmacéuticas no estado sélido é um dos grandes problemas das
ciéncias farmacéuticas, principalmente quando temos farmacos sensiveis a umidade,
e ndo temos a possibilidade de prever as mudancas rapidas de umidade no ambiente.
Uma vez que a estabilidade em relacdo a umidade depende da sensibilidade dos
farmacos direta e indiretamente sobre o teor de umidade no ambiente, as reacdes
hidroliticas podem envolver uma combinacéo de eventos complexos (WATERMAN e
ADAMI, 2005).

UWAI e colaboradores (2005) realizaram estudo de fotoestabilidade com
comprimidos de propranolol no estado solido, em que foram isolados trés produtos de
degradacdo. Apos a identificacdo dos produtos de degradacéo, estes foram testados
em relacdo a sua toxicidade aguda, sendo observado a auséncia de toxicidade.
Recentemente, um estudo de estabilidade fotoquimica em comprimidos de
dihidropiridinas (nifedipino, amilodipino e nivaldipino) foi realizado. Neste trabalho, os
autores demonstraram a sensibilidade de cada produto frente a luz, sua cinética de
degradacao, os produtos de degradacao formados e a confirmag&o que nifedipino é o
farmaco mais sensivel desta classe (KAWABE et al., 2008). BREIER e colaboradores
(2008) isolaram dois produtos de degradacdo de fexofenadina em solugbes
metandlicas, este produtos também foram observados em fexofenadina no estado
s6lido. Comprimidos de alprazolam foram analisados em camara climatica por 6
meses em diferentes temperaturas e umidade. Pode-se observar a formacdo de um

produto de degradacéo majoritario (HUIDOBRO et al., 2007).
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No estado solido, os processos fotoquimicos ocorrem na superficie do produto.
Na maioria dos casos, o interior do produto sélido sera inalterado, independente do
tempo de exposicdo (TONNESEN, 2001). As reacbes fotoquimicas sdo processos
complexos, que usualmente ocorre em duas etapas. A primeira etapa envolve uma
reacao primaria, que corresponde, diretamente, a absorcdo de um foton, fazendo com
que o estado da molécula fique excitado. Esta reacdo ndo depende da temperatura
para a reacdo das moléculas. A reacdo fotoquimica primaria, frequentemente, é
seguida de reacdes secundarias (térmicas), devido a presenca de produtos
intermediarios originados dos processos fotoquimicos iniciais. Diferentes tipos de
reacdes podem ser iniciados fotoquimicamente, por exemplo, reducao, desalquilacéo,
hidrélise, oxidagdo, isomerizacdo, rearranjo de anéis, polimerizagdo ou remocgéo de
diversos substituintes como halogenados ou grupos carboxilicos (TONNESEN, 2001).
Estas reacdes podem ocorrer por exposi¢ao a luz para determinados comprimentos de
onda. Quanto menor o comprimento de onda (A) da radiacdo, mais energia €
absorvida por concentragdo de reagente. Com isso, as radiagbes absorvidas no
ultravioleta, contribuem mais facilmente para o inicio de rea¢des quimicas, do que
aguelas absorvidas em comprimentos de onda maiores (LACHMAN et al., 2001).

O teste de fotoestabilidade dos farmacos e das suas respectivas formas
farmacéuticas finais, € importante para garantir a qualidade durante toda a vigéncia do
produto. Os protocolos basicos para novos farmacos e respectivos produtos sao
descritos nas diretrizes do ICH para testes de fotoestabilidade, divulgados desde
janeiro de 1998 (ICH, 1997a). Estas diretrizes determinam que os testes de
fotoestabilidade, sejam parte integral dos testes de estresse, 0s quais sao subdivididos
em duas etapas: testes de degradacédo forcada e testes confirmatérios.

Os testes de degradacéo forcada, ou teste de estresse, sdo definidos como os
testes de estabilidade da substancia de referéncia e de medicamentos que excedem
as condi¢cbes utilizadas para os testes acelerados. Os testes de estresse sdo de

extrema importancia para a indastria farmacéutica e também para pesquisa. Estes
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testes sdo aplicados aos estudos de pré-formulacéo, no desenvolvimento de métodos
analiticos indicativos de estabilidade e também para selecionar a melhor formulacéo
(KLICK et al., 2005). De acordo com varios documentos regulatérios, toda vez que a
empresa for registrar um novo produto, é obrigatério realizar os testes de estresse,
gue devem ser incluidos na documentacao (FDA, 2004; BRASIL, 2005).

O teste de estresse € a principal ferramenta utilizada para predizer problemas
relacionados a estabilidade, desenvolvimento de métodos analiticos e identificacdo de
produtos e comportamentos de degradacao.

Embora o desenvolvimento de uma ampla escala de produtos farmacéuticos
requeira flexibilidade de como o teste de estresse é conduzido, muitas industrias,
aplicam extremas condicdes de estresse rotineiramente, e a explicacdo destes
procedimentos, ndo é fornecida. Um exemplo tipico é a utilizacdo de HCI 0,1 M e
NaOH 0,1 M em refluxo, por 8 horas, que geralmente geram produtos de degradacgéo

irrelevantes (KLICK et al., 2005).

5.2. Parte experimental
5.2.1. Estudo preliminar da estabilidade de linezolida
5.2.1.1. Condicdes de estudo

O estudo preliminar da estabilidade de linezolida foi realizado em meio acido e
basico, perdxido de hidrogénio 3%, temperatura e luz UVC, empregando-se
comprimidos de linezolida. As amostras foram avaliadas quanto as caracteristicas
organolépticas de cor, odor e aspecto, por analise visual. Além disso, as amostras
foram avaliadas quanto ao teor residual de linezolida e a possivel formacédo de
produtos de degradagdo. O monitoramento da degradacéo foi efetuado pelo método
cromatogréfico validado previamente. Na degradacdo em camara climética, as
amostras também foram analisadas por doseamento microbiolégico.

Para os estudos de degradacao térmica foi utilizada estufa (FABBE Ltda,

BRASIL) e uma camara climatica (MARCONI, MA 835/UR). Para degradacao
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fotoquimica foi utilizada cdmara espelhada internamente (100 x 16 x 16 cm), com
lampada UVC (254 nm) 20 W.

Todas as amostras provenientes das degradacdes preliminares, foram
analisadas utilizando coluna Symmetry Waters C;3 5 pm 250 x 4,6 mm e pré-coluna
Symmetry Waters C1g 5 um, 20 x 3,9 mm, acopladas a um cromatégrafo a liquido
Waters composto de bomba binaria Waters 1525, injetor manual Rheodyne Breeze
7725i e detector UV-Vis Waters 2487, e utilizando como fase movel acido acético
1% : metanol : acetonitrila (50:25:25, V/IVIV).

Nas amostras expostas a degradacdo térmica e degradacdo fotoquimica,
além das andlises utilizando coluna Symmetry Cig, foi utilizada uma coluna
semipreparativa (Zorbax Rx-Cig - 250 mm x 9,4 mm, 5 pm — AGILENT) acoplada ao
cromatografo a liquido Waters. Esta coluna foi escolhida a fim de obter um perfil
mais claro e otimizar processos de isolamento posteriores. O tempo de retengéo de
LNZ-SR e LNZ-comp. na coluna semipreparativa, nas condi¢cbes utilizadas,
encontra-se em 15 minutos.

As amostras degradadas pela luz-UVC (254 nm) e camara climatica foram
analisadas também em crométografo Varian- MOD. Pro Star, utilizando-se coluna
semi-preparativa Zorbax (Rx-Cig - 250 x 9,4 mm, 5 um — AGILENT), eluida com
acido acético 1% : metanol : acetonitrila (50:25:25, V/V/V) em fluxo de 1,0 mL/min e
deteccdo em diodos em série (200-400 nm), com o objetivo de confirmar a
formacé&o de produtos de degradacéo nas amostras degradadas.

As condicbes empregadas, nos estudos preliminares de estabilidade,

encontram-se descritas a seguir:

— Degradagcdo em meio acido: a solugéo foi preparada transferindo-se o equivalente

a um peso médio dos comprimidos de linezolida para baldo volumétrico de 500 mL,

completando-se o volume com &gua e levando-se ao banho de ultrassom por 20

minutos. Foi transferida uma aliquota de 5,0 mL para baldo volumétrico de 100 mL, e 0

volume completado com HCI 0,1 M, obtendo-se uma solugdo com concentracdo de
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60,0 pg/mL. A solucéo foi protegida com papel aluminio e exposta durante uma hora a
temperatura ambiente. Apos este periodo, aliquota de 2,0 mL foi transferida para baldo
volumétrico de 10 mL, completando-se o volume do baldo com fase mével, para obter
solucdo com concentracédo final de 12,0 ug/mL.

— Degradacao meio alcalino: a solugéo foi preparada transferindo-se o equivalente a
um peso médio dos comprimidos de linezolida para baldo volumétrico de 500 mL,
completando-se o volume com agua e levando-se ao banho de ultrassom por 20
minutos. Foi transferida uma aliquota de 5,0 mL para baldo volumétrico de 100 mL, e 0
volume completado com NaOH 0,1 M, obtendo-se uma solu¢do com concentracao de
60,0 pg/mL. A solucéo foi protegida com papel aluminio e exposta durante uma hora a
temperatura ambiente. ApoOs este periodo, aliquota de 2,0 mL foi transferida para baldo
volumétrico de 10 mL, completando-se o volume do baldo com fase movel, para obter

solugédo com concentracgao final de 12,0 pg/mL.

— Degradacé&o meio oxidativo: a solucdo foi preparada transferindo-se o equivalente
a um peso médio dos comprimidos de linezolida para baldo volumétrico de 500 mL,
completando-se o volume com agua e levando ao banho de ultrassom por 20 minutos.
Foi transferida aliquota de 5,0 mL para baldo volumétrico de 100 mL, e o volume
completado com H,0, 3%, obtendo-se uma solu¢do com concentracdo de 60,0 pg/mL.
A solucao foi protegida com papel aluminio e exposta durante uma hora a temperatura
ambiente. Apds este periodo, aliquota de 2,0 mL foi transferida para bal&o volumétrico
de 10 mL, completando-se o volume com fase movel, para obter solugdo com
concentracao final de 12,0 ug/mL.
— Degradacdo térmica: os estudos de degradacdo térmica envolveram dois
parametros distintos. Foi utilizada camara climatica (40° C e 75% de umidade relativa)
e estufa (65° C).

- Em camara climatica: trés comprimidos integros e o equivalente a trés pesos

médios dos comprimidos triturados foram colocados na camara. Os comprimidos
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triturados e integros (fora da embalagem) foram colocados em placa de Petri. Os
tempos de exposicdo para os comprimidos triturados foram: 5, 10, 15, 30, 45, 60, 75,
90 dias. Para os comprimidos integros os tempos de exposi¢do foram 30, 60 e 90 dias.
Para os comprimidos triturados, em cada tempo de andlise, retirou-se da camara uma
guantidade equivalente a 200 mg de linezolida, que foi transferida para baldo
volumétrico de 100 mL, perfazendo uma solugédo de 2000 pg/mL. Foi retirada aliquota
de 10,0 mL e transferida para baldo volumétrico de 100 mL, completando a solucdo
com &gua. Desta solucéo foi retirada uma aliquota de 3,0 mL e transferida para baldo
de 50 mL, obtendo-se concentracao final de 12,0 ug/mL, completando a solu¢cdo com
fase médvel. Esta solucdo foi levada para analise por CLAE. Para os comprimidos
integros, em cada tempo de analise, o comprimido foi retirado da camara, triturado, e o
equivalente a 200 mg de linezolida transferido para baldo volumétrico de 100 mL. O
procedimento adotado a partir desta solu¢éo foi 0 mesmo que para os comprimidos
triturados.

- Em estufa: o equivalente a um peso médio do comprimido de linezolida foi
colocado em estufa a 65 °C e analisado nos seguintes tempos: 5, 10,15, 25 e 30 dias.
Retirou-se da estufa uma quantidade equivalente a 50 mg de linezolida transferidas
para baldo volumétrico de 100 mL, perfazendo uma solucao de 500 pg/mL. Foi retirada
aliquota de 10,0 mL e transferida para baldo volumétrico de 50 mL, completando o
volume com agua. Desta solugdo foi retirada uma aliquota de 3,0 mL e transferida
para baldo de 25 mL, obtendo-se solugdo com concentracédo final de 12,0 ug/mL,
completando a solucdo com fase movel.

- Degradacao fotoquimica: Este estudo preliminar de fotoestabilidade de linezolida foi
desenvolvido em camara espelhada contendo lampada UVC-254 nm, 20 W (45 cm de
comprimento), com temperatura ndo superior a 25° C. As amostras eram compostas
por comprimidos intactos e comprimidos triturados e expostas a uma distancia de 10
cm da lampada. As amostras foram preparadas conforme citado no item anterior para

degradacao térmica. Os tempos de analises foram os seguintes:
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- Comprimidos intactos: 30 e 60 dias

- Comprimidos triturados: 1, 5, 10, 15, 20 e 30 dias

5.2.1.2. Resultados e discusséo
5.2.1.2.1. Degradacdo em meio acido

O cromatograma obtido usando CLAE para LNZ-comp., na concentracdo de
12,0 pg/mL, submetida a condicdo de degradacdo em meio acido por 1 hora, utilizando
coluna Symmetry Waters C;g 5um, 250 mm x 4,6 mm e cromatdgrafo Waters, esta

mostrado na Figura 5.1.
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Figura 5.1. Cromatograma linezolida em comprimidos, na concentracdo de 12,0
pg/mL, representando a degradacdo em meio &cido por 1 hora. Fase movel: acido
acético 1%: metanol : acetonitrila (50:25:25,V/V/V). Coluna Symmetry Waters C;g,5

pm, 250 mm x 4,6 mm e pré-coluna Symmetry Waters Cyg, 5 um 20 mm x 3,9 mm
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5.2.1.2.2. Degradacdo em meio basico

O cromatograma obtido por CLAE para amostra de LNZ-comp., na
concentracdo de 12,0 pg/mL, submetida a condicdes de degradagdo em meio basico
por 1 hora, utilizando coluna Symmetry Waters Cig 5 um, 250 mm x 4,6 e cromatégrafo

Waters, esta mostrada na Figura 5.2.
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Figura 5.2. Cromatograma de linezolida-comprimido, na concentracdo de 12,0 ug/mL,
representando a degradagdo em meio basico por 1 hora. Fase movel: &cido acético
1%: metanol : acetonitrila (50:25:25,V/V/V). Coluna Symmetry Waters C;g 5 um 250

mm X 4,6 mm e pré-coluna Symmetry Waters C1g5 um 20 mm x 3,9 mm.
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5.2.1.2.3. Degradacdo em meio oxidativo

O cromatograma obtido por CLAE para amostra de linezolida, na concentracdo
de 12,0 ug/mL, submetida a condi¢cdo de degradagdo em meio oxidativo por 1 hora,
utilizando coluna Symmetry Waters Cig, 5 pm, 250 mm x 4,6 mm e cromatégrafo

Waters, esta mostrado na Figura 5.3.
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Figura 5.3. Cromatograma de linezolida-comprimido, representando a degradacao
oxidativa em H,0, 3 % por 1 hora. Fase movel: acido acético 1%: metanol : acetonitrila
(50:25:25,V/IVIV). Coluna Symmetry Waters C;g 5pum 250 mm x 4,6 mm e pré-coluna

Symmetry Waters C1g5 pum 20 mm x 3,9 mm.

Os estudos de estabilidade preliminar envolveram condi¢bes de estresse, com
degradacdo &cida, basica e oxidativa. O objetivo desta exposi¢cdo foi verificar a
estabilidade preliminar de comprimidos de linezolida perante estas degradacdes. Nos
estudos de degradacdo &cida observou-se o inicio de formagdo de produtos de
degradacdo apés a exposicdo de 1 hora, em meio acido (HCI 0,1 M). Observando o
cromatograma (Figura 5.1) pode-se visualizar o inicio da formagcdo de produtos de

degradacdo no tempo de retencdo de 2,3 minutos.

Em relacdo a degradacdo béasica, o farmaco é bem mais sensivel nesta
condicdo, sendo quase totalmente degradado, formando um produto de degradacéo

majoritario no tempo de, aproximadamente, 2 minutos (Figura 5.2). Na literatura, ha
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um trabalho que cita a susceptibilidade do farmaco em meio basico. BEBAWY (2003a)
desenvolveu trés métodos analiticos para determinacdo de linezolida em comprimidos,
dois métodos usando espectrofotometria no visivel e um método usando CLAE na
presenca de produto de degradacdo alcalino. Segundo este autor, o produto de

degradacao béasica formado, encontra-se apresentado no esquema 5.1.
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Esquema 5.1. Esquema da reacgdo de degradacgdo de linezolida em meio basico e o

produto de degradacéo majoritario produzido (Fonte: BEBAWY, 2003a).

A fase movel utilizada foi metanol : agua (65:35) com pH = 3,5, ajustado com
acido acético. O comprimento de onda utilizado foi 240 nm. O tempo de retencdo do
produto de degradacdo em meio béasico equivale a 2,8 minutos. Nestas condi¢cfes a

LNZ-SR teve como tempo de retencdo 3,9 minutos (BEBAWY, 2003a). Portanto, o
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produto de degradacéo teve um tempo de retencdo menor que LNZ-SR. A Figura 5.2
mostra a degradacdo em meio basico com o produto de degradacédo majoritario em 2,0
minutos. Pressupde-se, que o produto de degradacdo neste trabalho, seja o mesmo

gue BEBAWY (2003a) sugeriu em trabalho publicado anteriormente.

AGRAWAL e colaboradores (2003) desenvolveram e validaram um método
indicativo de estabilidade para linezolida em matéria-prima e comprimidos, utilizando
HPTLC. Neste método, os autores utilizaram como fase movel tolueno e acetona, na
proporcdo 5:5, V/V. Os autores realizaram estudos de degradacdo forcada nas
amostras, verificando que o produto é susceptivel a degradagdo Aacida, basica,

fotoguimica e oxidativa.

Na degradacao oxidativa houve reducado no teor de linezolida nos comprimidos
e foi possivel observar a presenca de produto de degradacéo (Tr2,3 minutos). Este

estudo teve como objetivo avaliar se a linezolida é sensivel a oxidag&o.

5.2.1.2.4. Degradacao térmica

5.2.1.2.4.1. Em estufa
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A Figura 5.4 mostra o cromatograma ampliado de linezolida-comprimidos, na
concentracdo de 12,0 ug/mL, submetidos a degradacdo térmica, em estufa a 65° C,
por 30 dias. Esta analise foi realizada em cromatografo liquido Waters e coluna

Symmetry Waters Cig 5 um 250 mm x 4,6 mm.
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Figura 5.4. Cromatograma ampliado de linezolida-comprimido, representando a
degradacéo térmica em a 65°C, por 30 dias. Fase mdvel: acido acético 1% : metanol :
acetonitrila (50:25:25, viv/v). Coluna Symmetry Waters Cig 5 pum, 250 mm x 4,6 mm e

pré-coluna Symmetry Waters C.g5 pum, 20 mm x 3,9 mm.
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5.2.1.2.4.2. Em camara climatica

O cromatograma ampliado obtido por CLAE para solugcdo de comprimidos
triturados de linezolida, em concentracdo de 12,0 pg/mL, no periodo de 90 dias,
submetidos as condicdes de degradacdo em camara climatica (40°C/75%), utilizando
coluna Symmetry Waters, Cyg, 5 um, 250 mm x 4,6 mm em cromatografo Waters, esta

mostrado na Figura 5.5.
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Figura 5.5. Cromatograma ampliado de comprimidos triturados de linezolida, na
concentracdo de 12,0 pg/mL expostos durante 90 dias, em camara climética (40°
C/75%). Fase mével: 4cido acético 1%: metanol : acetonitrila (50:25:25, V/V/V). Coluna
Symmetry Waters, Ci5,5 um, 250 mm x 4,6 mm e pré-coluna Symmetry Waters, Cg, 5

pm, 20 mm x 3,9 mm em cromatédgrafo Waters.
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As Figuras 5.6 a 5.16 mostram as andlises realizadas em LNZ-SR e LNZ-
comp., na concentragdo de 100,0 ug/mL, utilizando para andlise cromatégrafo Varian-
MOD. Pro Star com detector espectrofotométrico com diodos em série e coluna
semipreparativa Zorbax Rx-Cig 250 mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT. Para analise dos
dados foi utilizado o software Polyview e Aurora 5.31.

A Figura 5.6 mostra o cromatograma de LNZ-SR, concentracdo de 100,0 pg/mL

e o respectivo tempo de retencdo (TR = 13,0 minutos)
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Figura 5.6. Cromatograma de solucdo de LNZ-SR, em concentracdo de 100,0 pg/mL,
utilizando CLAE acoplado a detector espectrofotométrico com diodos em série, coluna
semipreparativa Zorbax Rx-Ci;g 250 mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT. Fase movel:

acido acético 1% : metanol : acetonitrila (50:25:25,V/IV/IV).
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A Figura 5.7 mostra o isograma de LNZ-SR, na concentracdo de 100,0 pg/mL,

utilizando o software Aurora versao 5.31.

Figura 5.7. Isograma de LNZ-SR, na concentracdo de 100,0 pg/mL, analisado em
cromatografo Varian- MOD. Pro Star com detector espectrofotométrico com diodos em
série e coluna semipreparativa Zorbax Rx-C;g 250 mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT.
Fase movel: acido acético 1% : metanol : acetonitrila (50:25:25, V/V/V). A coluna em
branco indica o comprimento de onda (nm) dos picos no isograma. A coluna em cores
indica a intensidade do sinal (mAU) de cada pico. (1) e (2) indicam absorgbes

negativas, relacionadas a fase mével.
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A Figura 5.8 mostra os espectros da solugéo padréo de 100,0 pg/mL, utilizando
o0 isograma da Figura 5.7. Os espectros de absorcdo relacionam-se aos picos

visualizados no isograma.

Figura 5.8. Espectros de absorcdo na regido do UV da solu¢cdo de LNZ-SR, na

concentracdo de 100,0 pg/mL, representando o isograma da Figura 5.7.

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira



Capitulo V — Estudo de estabilidade 138

A Figura 5.9 mostra o isograma de LNZ-comp., na concentracdo de 100,0

png/mL, utilizando o software Aurora versao 5.31.

Figura 5.9. Isograma de LNZ-comp, na concentracdo de 100,0 pug/mL, analisado em
cromatografo Varian- MOD. Pro Star com detector espectrofotométrico com diodos em
série e coluna semipreparativa Zorbax Rx-C;g 250 mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT.
Fase movel: acido acético 1% : metanol : acetonitrila (50:25:25, V/V/V). A coluna em
branco indica o comprimento de onda (nm) dos picos no isograma. A coluna em cores
indica a intensidade do sinal (mAU) de cada pico. (1) e (2) indicam absorgbes

negativas, relacionadas a fase mével.
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A Figura 5.10 mostra os espectros da solucdo amostra de 100,0 pg/mL,
utilizando o isograma da Figura 5.9. Mostra os espectros de absorcao relacionados

aos picos visualizados no isograma.

Figura 5.10. Espectros de absor¢gédo na regido do UV da solucdo de LNZ-comp, na

concentragao de 100,0 pg/mL, representando o isograma da Figura 5.9.

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira



Capitulo V — Estudo de estabilidade 140

A Figura 5.11 mostra o cromatograma de LNZ-comp., na concentracdo de
100,0 pg/mL, submetido as condi¢cdes de degradacdo térmica em camara climatica
(40°C/75%) por 90 dias, utilizando para analise cromatégrafo Varian- MOD. Pro Star
com detector espectrofotométrico com diodos em série e coluna semipreparativa

Zorbax Rx-Cig 250 mm x 9,4 mm, 5 pm — AGILENT.
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Figura 5.11. Cromatograma de LNZ-comp., na concentracdo de 100,0 pg/mL,
representando a degradacdo térmica em camara climatica (40°C/75%), de
comprimidos triturados por 90 dias, utilizando CLAE com diodos em série, coluna
semipreparativa Zorbax Rx-C;g 250 mm x 9,4 mm, 5 pum — AGILENT. Fase movel:
acido acético 1% : metanol : acetonitrila (50:25:25, V/V/V). Pico (1): produto de

degradacdo Tg= 8,0 min. Pico (2): LNZ-comp. Tg = 13,0 minutos;
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A Figura 5.12 mostra o espectro de absor¢éo do pico (1) e (2) de acordo com o
cromatograma da Figura 5.11, com comprimento de onda equivalente a 221 nm (pico
1) e 253 nm (pico 2). Foi utilizada solu¢do com concentracdo de 100,0 pug/mL, de
comprimidos de linezolida triturados, expostos em camara climética (40°C/75%) por 90

dias. Software utilizado polyview verséo 5.31.
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Figura 5.12. Espectro de absorcdo dos picos (1) e (2) relacionados ao cromatograma
da Figura 6.11, com comprimento de onda equivalente a 221 nm (pico 1) e 253 nm
(pico 2). Foi utilizada solugdo com concentracdo de 100,0 pg/mL, de comprimidos de
linezolida triturados, expostos em camara climatica (40°C/75%) por 90 dias. Software
utilizado Polyview versdo 5.31. Fase movel: acido acético 1%: metanol : acetonitrila

(50:25:25, VIVIV).
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A Figura 5.13 mostra a analise realizada em linezolida comprimido, na
concentracdo de 100,0 pg/mL, submetida as condi¢cdes de degradacdo térmica em
camara climética, por 90 dias, utilizando cromatégrafo Varian - MOD. Pro Star com
detector espectrofotométrico com diodos em série e coluna semipreparativa Zorbax
Rx-Cyg 250 mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT. O software utilizado foi AURORA verséo

5.31, ilustradodo por isograma em cores.

Figura 5.13. Isograma de LNZ-comp., na concentracdo de 100,0 pg/mL,
representando a degradacdo térmica em camara climatica, de comprimidos triturados
por 90 dias, utilizando CLAE com diodos em série, coluna semipreparativa Zorbax Rx-
Cig 250 mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT. Fase movel: acido acético 1% : metanol :
acetonitrila (50:25:25, V/V/V). A coluna em branco indica o comprimento de onda (nm)
das substancias no isograma. A coluna em cores indica a intensidade do sinal (mAU)

de cada pico. (1) solvente (2) produto de degradacéo.
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A Figura 5.14 mostra o cromatograma de LNZ-comp., na concentracdo de
100,0 pg/mL, submetido as condi¢cdes de degradacdo térmica em camara climatica
(40°C/75%) por 180 dias, utilizando cromatografo Varian- MOD. Pro Star com detector
espectrofotométrico com diodos em série e coluna semipreparativa Zorbax Rx-Cyg 250

mm x 9,4 mm, 5 pm — AGILENT.
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Figura 5.14. Cromatograma de LNZ-comp., na concentragdo de 100,0 pg/mL,
mostrando a degradacdo térmica em camara climatica (40°C/75%), de comprimidos
triturados por 180 dias, utilizando CLAE com diodos em série e coluna semipreparativa
Zorbax Rx-Cig 250 mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT. Fase mdvel: acido acético 1% :
metanol : acetonitrila (50:25:25, V/V/V). Pico (1): produto de degradacdo Tg = 8,0 min.

Pico (2): LNZ-comp. Tg = 13,0 minutos;
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A Figura 5.15 mostra o espectro de absor¢éo do pico (1) e (2) de acordo com o
cromatograma da Figura 5.14, com comprimento de onda equivalente a 221 nm (pico
1) e 253 nm (pico 2). Foi utilizada solu¢des com concentracdo de 100,0 pg/mL, de
comprimidos de linezolida triturados, expostos em camara climatica (40°C/75%) por

180 dias. Software utilizado polyview verséo 5.31.

Figura 5.15. Espectro de absorcdo dos picos (1) e (2) relacionados ao cromatograma
da Figura 5.14, com comprimento de onda equivalente a 221 nm (pico 1) e 253 nm
(pico 2). Esta analise foi obtida pela solugdo com concentracdo de 100,0 pug/mL, de
comprimidos de linezolida triturados, expostos em camara climatica (40°C/75%) por
180 dias. Software utilizado Polyview versdo 5.31. Fase movel: acido acético 1%:

metanol : acetonitrila (50:25:25, VIVIV).
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A Figura 5.16 mostra a analise realizada em linezolida comprimido, na
concentracdo de 100,0 pg/mL, submetido as condi¢cdes de degradacdo térmica em
camara climatica, por 180 dias, utilizando cromatégrafo Varian - MOD. Pro Star com
detector espectrofotométrico com diodos em série e coluna semipreparativa Zorbax
Rx-Cyg 250 mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT. O software utilizado foi AURORA verséo

5.31, ilustrado pelo isograma em cores.

Figura 5.16. Isograma de LNZ-comp., na concentracdo de 100,0 pg/mL,
representando a degradacgdo térmica em camara climatica, de comprimidos triturados
por 180 dias, utilizando CLAE com diodos em série, coluna semipreparativa Zorbax
Rx-C1g 250 mm x 9,4 mm, 5 pm — AGILENT. Fase mével: acido acético 1% : metanol :
acetonitrila (50:25:25, V/V/V). A coluna em branco indica o comprimento de onda (nm)
das substancias no isograma. A coluna em cores indica a intensidade do sinal (mAU)

de cada pico. (1) solvente (2) produto de degradacéo.
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Os comprimidos de linezolida foram triturados e submetidos a exposicao
térmica em dois cromatdgrafos diferentes, estufa e camara climética. A estufa foi
utilizada para verificar o comportamento de linezolida exposta somente ao fator
temperatura. Os comprimidos triturados foram expostos por 30 dias na temperatura de
65°C e a Figura 5.4 mostra o cromatograma da solucdo de 12,0 pg/mL dos
comprimidos expostos. Observando o0 cromatograma, ndo foi visualizada a
degradacao de linezolida nestas condicdes de ensaio.

Os comprimidos expostos em camara climatica por 90 dias foram analisados
em dois cromatografos de marcas diferentes, Waters e Varian. Primeiramente, as
analises foram realizadas no cromatégrafo Waters, utilizando coluna symmetry Cig. A
Figura 5.5 mostra o cromatograma da solucdo de 12,0 pg/mL dos comprimidos
triturados expostos em camara climética por 90 dias, em que, observa-se a formacao
de um produto de degradac¢éo nestas condicdes de exposicao.

As amostras de linezolida também foram analisadas em cromatografo Varian -
MOD. Pro Star, utilizando coluna semipreparativa Zorbax Rx-C,g e fase mével acido
acético 1% : metanol : acetonitrila (50:25:25, V/V/V). Esta coluna semipreparativa foi
utilizada com o objetivo de separar mais adequadamente os produtos de degradacao.
Primeiramente, foram injetadas solu¢cbes de LNZ-SR, na concentracdo de 100,0
pg/mL, mostradada pelo cromatograma na Figura 5.6, com tempo de retencéo de,

aproximadamente, 13 minutos.

Para melhor visualizacdo e determina¢éo da pureza de LNZ-SR (Figura 5.6), o
cromatograma foi transformado num isograma, pelo software Aurora 5.31, mostrado
na Figura 5.7. Neste isograma, pode-se observar a presenca de LNZ-SR, com
intensidade de sinal bastante elevada, demonstrado pelo diagrama de cor vermelho
intenso com centro preto, indicando que a LNZ-SR é a Unica substancia neste
isograma. Os picos 1 e 2, de cor azul a roxo, indicam o pico de absorcdo dos

solventes. Os espectros de absor¢do dos diagramas em cores visualizados no
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isograma da Figura 5.7 sdo mostrados na Figura 5.8, em que LNZ-SR possui uma
absorcdo maxima em 253 nm, e os picos (1) e (2) possuem absorcdo negativa.
Amostras de comprimidos ndo degradados foram analisados em cromatografo Varian,
com o objetivo de verificar a pureza de linezolida em comprimidos. As Figuras 5.9 e
5.10 mostram a analise de LNZ-comp, na concentracdo de 100,0 pug/mL e demonstra
gue ndo h& nenhum produto de degradacdo antes de expor os comprimidos nas

condi¢ces de degradagdo em camara climéatica.

As analises das solu¢bes dos comprimidos expostos em camara climética
(40°C/75%) por 90 dias também foram realizadas em cromatégrafo Varian - MOD. Pro
Star, utilizando coluna semipreparativa Zorbax Rx-C.g € fase movel acido acético 1%:
metanol : acetonitrila (50:25:25, V/V/IV). O tempo de retencdo de LNZ-comp., nestas
condicbes, equivale a, aproximadamente, 13 minutos (Figura 5.11). Neste
cromatograma observa-se a presenca de mais um produto, indicado pelo pico (1). Os
espectros de absorcéo destes picos, sdo visualizados na Figura 5.12, em que o pico
(1) absorve em 221 nm e o pico (2), LNZ-comp., em 253 nm. Nestas analises,
observa-se a formacado de um produto de degradacédo, com tempo de retencao de 8,0
minutos e espectros caracteristicos com comprimento de onda maximo em 221 nm. O
isograma da Figura 5.13 confirma presenca deste produto de degradacédo formado,
nestas condicbes de degradagdo. O produto de degradacdo formado indica um
espectro de absor¢cdo com comprimento de onda menor que LNZ-SR. A molécula de
LNZ-SR possui como banda principal (transicdo m — m) 0 grupamento aril, que se
caracteriza pela absorcdo em comprimento de onda minimo de 230 nm
(SILVERSTEIN et al., 1994). Com isso, supde-se que o produto de degradacao

formado, ndo possui o grupo aril na molécula.

Estas analises também foram realizadas em comprimidos triturados expostos
em camara climatica por 180 dias. Observa-se o0 mesmo comportamento de

degradacado da exposicdo por 90 dias. As analises foram realizadas com linezolida no
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estado solido para verificar o comportamento de degradacdo durante o periodo de
comercializacdo. As degradacfes neste estado ocorrem lentamente, em relacdo a
linezolida em solucdo. Nestes estudos, seria possivel preparar solu¢des de LNZ-comp,
e expor as condicfes de degradacdo em camara climatica, mas, neste caso, nao se
saberia o real comportamento da formacdo de produtos de degradacdo em estado
sélido. Com isto, optou-se, por realizar a degradagdo com comprimidos triturados, para
acelerar a degradacao.
5.2.1.2.5. Degradacao fotoquimica

O cromatograma obtido por CLAE para solugdo de comprimidos triturados de
linezolida, em concentracdo de 12,0 pug/mL, submetida a condicdo de degradacao
fotoquimica, por 30 dias, estd mostradada na Figura 5.17, utilizando coluna Symmetry

Waters, 5 um, 250 mm x 4,6 mm e cromatégrafo da Waters.
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Figura 5.17. Cromatograma de linezolida-comprimidos, em concentragcdo 12,0 pg/mL,
representando a degradacédo fotoquimica de comprimidos triturados em 30 dias. Fase
movel: acido acético 1% : metanol : acetonitrila (50:25:25,V/V/V). Coluna Symmetry
Waters C;g 5 um 250 mm x 4,6 mm e pré-coluna Symmetry Waters C;g5 pm 20 mm x

3,9 mm.
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O cromatograma ampliado obtido por CLAE para a amostra de comprimido
integro de linezolida, exposto fora da embalagem, submetido as condi¢cdes de
degradacao fotoquimica, por 30 e 60 dias, estd mostrada na Figura 5.18, utilizando

coluna Symmetry Waters, 5 um, 250 mm x 4,6 mm e cromatégrafo Waters.
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Figura 5.18. Cromatograma de linezolida, em concentracdo de 12,0 pg/mL,
representando o comprimido integro, exposto fora da embalagem, na camara UV,
durante 30 dias (A) e 60 dias (B). Fase moével: acido acético 1%: metanol : acetonitrila
(50:25:25, V/VIV). Coluna Symmetry Waters, C;5 5 pm, 4,6 mm x 250 mm e pré-coluna

Symmetry Waters, C155 pm, 20 mm x 3,9 mm.
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Cromatograma normal (A) e ampliado (B) obtidos por CLAE para comprimidos
triturados de linezolida, submetidos as condi¢cdes de degradacéo fotoquimica, por 60
dias, mostrado na Figura 5.19, utilizando coluna semipreparativa Zorbax Rx-Cg - 250
mm X 9,4 mm, 5 um — AGILENT e cromatografo Waters. Nesta figura pode-se
observar dois produtos de degradacao majoritarios (tr = 10,4 minutos e 11,5 minutos),

nestas condi¢Bes de analise.
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Figura 5.19. Cromatograma do comprimido triturado de linezolida, normal (A) e
ampliado (B), em concentracdo de 12,0 ug/mL, representando a degradacdo
fotoquimica em 60 dias, utilizando coluna semipreparativa Zorbax Rx-Cy3 250 x 9,4
mm, 5 um — AGILENT e cromatografo Waters. Fase movel: 4cido acético 1% : metanol

: acetonitrila (50:25:25, V/IV/IV).
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As Figuras 5.20 a 5.24 mostram as andlises realizadas em linezolida
comprimidos, na concentracdo de 200 pg/mL, submetidas as condi¢cdes de
degradacao fotoquimica, por 30 dias, utilizando cromatégrafo Varian- MOD. Pro Star
com detector espectrofotométrico com diodos em série e coluna semipreparativa
Zorbax Rx-Cig 250 mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT. Para andlise dos dados foi
utilizado o software Polyview e Aurora 5.31.

A Figura 5.20 mostra o cromatograma de LNZ-comp. e 0s respectivos produtos
de degradacdo majoritarios formados, visualizados pelo software Polyview. LNZ-comp.

tr = 13,0 minutos; PD1 = 9,0 minutos; PD2 = 10,5 minutos.

Figura 5.20. Cromatograma de solucéo de linezolida-comprimido, em concentragéo de
200 pg/mL, representando a degradacao fotoquimica de comprimidos triturados em 30
dias, utilizando CLAE com diodos em série, coluna semipreparativa Zorbax Rx-Cg 250
mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT. Fase mdvel: acido acético 1%: metanol : acetonitrila
(50:25:25,VIVIV). LNZ-comp. Tr = 13,0 minutos; PD1 = 9,0 minutos; PD2 = 10,5

minutos.
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A Figura 5.21 mostra o cromatograma de LNZ-comp. degradado por 30 dias
em luz-UVC, e o produto de degradacéo 2 (PD2) identificadodo na figura, bem como o

espectro de absorcéo correspondente. O software utilizado foi o Polyview.
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Figura 5.21. Cromatograma de solucao de linezolida-comprimido, em concentracéo de
200 pg/mL, representando a degradacao fotoquimica de comprimidos triturados em 30
dias, utilizando CLAE com diodos em série, coluna semipreparativa Zorbax Rx-Cg 250
X 9,4 mm, 5 um — AGILENT. Fase moével: 4cido acético 1% : metanol : acetonitrila
(50:25:25, VIVIV). Esta figura mostra o cromatograma com indicacdo do PD2 e o

respectivo espectro de absor¢éo. O software utilizado foi Polyview.
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A Figura 5.22 mostra o cromatograma de LNZ-comp. degradado por 30 dias
em luz-UVC, e o produto de degradacdo 1 (PD1) mostradodo na figura, bem como o

espectro de absorcao correspondente. O software utilizado foi o Polyview.
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Figura 5.22. Cromatograma de solucéo de linezolida-comprimido, em concentragéo de
200 pg/mL, representando a degradacédo fotoquimica de comprimidos triturados em 30
dias, utilizando CLAE com diodos em série, coluna semipreparativa Zorbax Rx-Cg 250
X 9,4 mm, 5 um — AGILENT. Fase moével: 4cido acético 1% : metanol : acetonitrila
(50:25:25, VIVIV). Esta figura mostra o cromatograma com indicacdo do PD1 e o

respectivo espectro de absorcéo. O software utilizado foi Polyview.
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Na Figura 5.23, os resultados estdo ilustradosdos pelo software AURORA, em
gue os picos de cada composto sdo mostrados por diagramas em cores. Nesta figura
pode-se observar a intensidade do sinal em mAU, na primeira coluna e a absorvancia,
na segunda coluna. A Figura mostra LNZ-comp. e os produtos de degradacao

formados (PD1, PD2 e PD3).

Figura 5.23. Cromatograma de solucéo de linezolida-comprimido, em concentragéo de
200 pg/mL, representando a degradacédo fotoquimica de comprimidos triturados em 30
dias, utilizando CLAE com diodos em série, coluna semipreparativa Zorbax Rx-C;g 250
mm x 9,4 mm, 5 um — AGILENT. Fase movel: acido acético 1% : metanol : acetonitrila
(50:25:25, VIVIV). Neste isograma observa-se formacdo de trés produtos de

degradacao.
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A Figura 5.24 mostra os espectros correspondentes aos compostos PD1, PD2
e PD3. Os espectros foram extraidos do software AURORA através do isograma
correspondente (Figura 5.19). O tempo de retencdo de PD1 é 9,2 minutos e o
comprimento de onda maximo equivale a 245 nm. O tempo de retencdo de PD2 é 10,2
minutos e o comprimento de onda maximo equivale a 243 nm. O tempo de retencao

do PD3 é 9,5 minutos e o comprimento de onda maximo equivale a 220 nm.

Figura 5.24. Cromatograma de solucéo de linezolida-comprimido, em concentragéo de
200 pg/mL, representando a degradacédo fotoquimica de comprimidos triturados em 30
dias, utilizando CLAE com diodos em série, coluna semipreparativa Zorbax Rx-Cg 250
X 9,4 mm, 5 um — AGILENT. Fase movel: 4cido acético 1% : metanol : acetonitrila
(50:25:25, VIVIV). PD1 - tg= 9,2 min (245 nm); PD2 — tr = 10,2 min (243 nm); PD3. —

TR = 9,5 min (220 nm).

Cristiani Lopes Capistrano Gongalves de Oliveira



Capitulo V — Estudo de estabilidade 156

Em relacdo & degradacdo fotoquimica, os pdés dos comprimidos triturados
demonstraram, a partir da analise visual, modificacbes significativas nas
caracteristicas organolépticas. A coloracdo amarelada se intensificou até o final do
estudo (tempo de 30 dias). Observou-se também a formagdo de produtos de
degradacao, tanto para os pds dos comprimidos triturados, quanto para o comprimido
integro, exposto na camara com luz — UVC. Para analisar as amostras, foram
utilizados dois cromatdgrafos de fabricantes distintos (Waters e Varian), bem como
colunas, cromatograficas de marcas diferentes.

As primeiras andlises foram realizadas utilizando cromatégrafo Waters com
coluna Symmetry Cig. As Figuras 5.14 e 5.15 mostram 0s cromatogramas das
solu¢des de LNZ-comp., na concentragdo de 12,0 pg/mL, em que, observa-se o inicio
da formacdo de produtos de degradacdo. Para obter melhor visualizacdo e distincao
dos produtos de degradacdo, foi utilizada coluna cromatografica semipreparativa
Zorbax Rx-Cis. A Figura 5.17 mostra o cromatograma da solucdo de LNZ-comp., na
concentracdo de 12,0 pg/mL, em que dois produtos de degradacdo no tempo de
retencdo de 10,4 minutos e 11,5 minutos sdo mais bem visualizados. Nestas
condicbes a linezolida possui tempo de retencdo de 15 minutos. A Figura 5.21 mostra
0 cromatograma e o respectivo espectro de absor¢cdo do produto de degradacéo PD2,
com comprimento de onda equivalente a 243 nm. A Figura 5.22 mostra o
cromatograma e o respectivo espectro de absorcdo do produto de degradacdo PD1,
com comprimento de onda equivalente a 245 nm. Esses dois produtos de degradacédo
formados possuem espectro de absor¢cao semelhante (A = 243 nm e A = 245 nm), com
tempos de retencdo préximos. Pode-se supor que estes produtos de degradagdo séo
0s mesmos dos demonstrados nos picos visualizados na Figura 5.17 analisados em
cromatografo Waters.

A LNZ-SR em &gua possui comprimento de onda maximo de 251 nm. Os
produtos de degradacdo formados possuem espectro de absor¢do com comprimento

de onda entre 243 nm e 245 nm. Provavelmente, a molécula de linezolida, deve ter
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perdido um grupamento especifico degradado pela luz-UVC. O comprimento de onda
maximo teve um deslocamento muito pequeno e com isto, pode-se supor, que 0
produto de degradacdo formado, provavelmente, é resultante da degradacdo dos
grupamentos envolvendo a ligagdo C = O (carbonila). Supfe-se que um dos produtos
formados, seja 0 mesmo resultante da degradacéao alcalina, demonstrado no esquema
5.1, em que corresponderia ao produto de degradacdo (PD2) com espectro de
absorcdo maximo de 243 nm (tr = 10,5 minutos). A Figura 5.25 mostra o outro possivel

produto de degradacé&o formado (PD1).
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Figura 5.25. Proposta da estrutura quimica do produto de degradacao formado

(PD1).
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Para confirmar a pureza dos picos, comprimidos de linezolida expostos em luz
UVC por 30 dias foram analisados no isograma mostrado na Figura 5.23, em que,
observa-se a presenca de um produto de degradacdo minoritario, com espectro de
absorcao caracteristico na Figura 5.24, com comprimento de onda méaximo de 220 nm
e tempo de retencdo equivalente a 9,5 minutos. Provavelmente, este produto de
degradacdo é o mesmo produto formado na degradacdo em camara climética, pois
possuem espectros de absor¢cdo semelhantes. O esquema 5.2 mostra 0s dois

possiveis produtos de degradacédo (PD1 e PD2) formados na degradacao fotoquimica.
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Figura 5.2. Esquema de degradacao de linezolida mostrando os possiveis produtos de

degradacado (PD1 e PD2)
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Com base nos resultados obtidos, os quais demonstram alteracdo das
caracteristicas organolépticas (em todas as amostras), na percentagem residual de
linezolida nas amostras, principalmente do pd, e aparecimento de produtos de
degradacdo nos cromatogramas, € possivel afirmar que houve degradacdo do
farmaco. Assim sendo, a linezolida demonstrou ser sensivel ao fator luz-UVC nas
condi¢cBes estabelecidas. Com isso, verifica-se a importancia de proteger este farmaco

da luz, principalmente a matéria-prima, durante todo o processo de producdo do

medicamento.

5.2.2. Estudo de fotodegradacédo de linezolida
5.2.2.1. Condicdes de estudo

5.2.2.1.1. Para analise em CLAE e espectrofotometria no UV

O equivalente a trés pesos médios dos comprimidos de linezolida foi transferido
para placa de vidro e colocados em camara espelhada internamente e exposto a luz
por 1, 10, 15, 20, 30, 60 e 90 dias. Ap6s o tempo de exposicdo, pesou-se O
equivalente a 200,0 mg de linezolida de cada uma das amostras expostas a luz e
transferiu-se para bal6es volumétricos de 100 mL, completando-se o volume com
agua. Desta solucdo a 2000,0 pg/mL, foi transferida aliquota de 10,0 mL para baldo
volumétrico de 100 mL e o volume completado com agua, obtendo-se concentracao
tedrica de 200 ,0pg/mL. Para analise em CLAE, foram transferidas aliquotas de 3,0 mL
para baldes volumétricos de 50 mL e o volume completado com fase mével (acido
acético 1% : acetonitrila : metanol, 50:25:25, V/V/V). Em seguida, as solu¢des foram
analisadas em CLAE. As amostras analisadas em CLAE foram filtradas em membrana
de tamanho de poro 0,45 um e volumes de 20 pL. Para andlise em espectrofotometria,
a partir da solugdo com concentracdo tedrica de 200,0 ug/mL, foram transferidas
aliquotas de 3,0 mL para baldes volumétricos de 50 mL e o volume completado com

agua ultrapura para obtencao de solugdo com concentragéo de 12,0 ug/mL.
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5.2.2.1.2. Para analise por ensaio microbiolégico

Trés comprimidos foram triturados e transferidos em placa de vidro para
camara espelhada internamente e expostos a luz por 10, 30, 60 e 90 dias. Ap6s o
tempo de exposicao, pesou-se o equivalente a 200 mg de linezolida de cada uma das
amostras expostas a luz (10, 30, 60 e 90 dias) e transferiu-se para balées volumétricos
de 100 mL, completando-se o volume com &gua. Desta solu¢do a 2000,0 pg/mL, foi
transferida uma aliquota de 10,0 mL para baldo volumétrico de 100 mL e o volume
completado com &agua, obtendo-se concentracdo de 200,0 pg/mL. Em seguida,
aliqguotas de 1,0; 2,0 e 4,0 mL destas solu¢cdes foram transferidas para baldes
volumétricos de 10,0 mL e os volumes completados com tampdo fosfato pH 6.0,

obtendo-se concentragdes de 20, 40 e 80,0 pug/mL.

5.2.2.2. Resultados

5.2.2.2.1. Anélise em CLAE

A Tabela 5.1 mostra os resultados obtidos com os comprimidos triturados

expostos ao fator luz (254 nm) durante o periodo de 90 dias.
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Tabela 5.1. Valores obtidos na quantificacdo de linezolida nos comprimidos triturados

expostos a luz (254 nm), analisados por CLAE

Tempo de Teor médio
exposicao Area Teor (%) (%) DPR (%)
(dias)

557734 101,31

0 564065 102,46 101,32 1,57
551624 100,20
547747 99,49

1 536237 97,40 98,45 1,50
538863 97,88
513444 93,26

10 492326 89,42 91,56 1,99
506523 92,00
470138 85,39

15 461360 83,80 84,58 0,61
465423 84,54
444214 80,68

20 457641 83,12 80,91 3,68
434434 78,91
365571 66,40

30 400717 72,78 68,97 5,18
372895 67,73
334522 60,76

60 345224 62,70 61,85 0,70
341829 62,09
176103 31,98

90 179011 32,51 32,54 1,34
182408 33,13
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A Figura 5.26 mostra o grafico correspondente a andlise do teor de LNZ-comp.

durante 90 dias, exposta ao fator luz-UVC 254 nm, analisadas por CLAE.
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Figura 5.26. Teor de LNZ-comp, no periodo correspondente a 90 dias, exposta ao

fator luz UVC (254 nm), determinado por CLAE.

A Figura 5.27 mostra os cromatogramas ampliados dos dias 1, 10, 15, 20 e 30
dias de exposicdo dos comprimidos triturados de linezolida na luz-UVC. Observa-se a

formacédo e o aumento dos produtos de degradacdo com o aumento da exposicao.
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Figura 5.27. Cromatogramas ampliados de exposicdo de comprimidos de linezolida
(LNZ) na luz UVC, nos dias, 1 (A), 10 (B), 15 (C), 20 (D) e 30 (E), mostrandondo os
possiveis produtos de degradacdo (PD). Fase movel: &cido acético 1%: metanol :
acetonitrila (50:25:25, V/V/V). Coluna Symmetry Waters C.g 5 um 250 mm x 4,6 mm e
pré-coluna Symmetry Waters C.g5 pum 20 mm x.3,9 mm.
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5.2.2.2.2. Andlise por espectrofotometria na regido de ultravioleta

A Tabela 5.2 mostra os resultados obtidos com os comprimidos triturados

expostos ao fator luz-UVC (254 nm) durante o periodo de 90 dias.

Tabela 5.2. Resultados obtidos na quantificacdo de linezolida nos comprimidos
triturados expostos a luz-UVC (254 nm), analisados por espectrofotometria na regido

ultravioleta, a 251 nm

Tempo de exposicdo Absorvancia Teor (%) Teor médio DPR (%)
(dias) (%)

0,6639 101,5
0,6534 99,91 100,87 0,90

0 0,6620 101,2
0,6572 101,10

1 0,6484 99,75 100,43 0,95
0,6529 100,44
0,6066 93,32

10 0,6043 92,56 92,61 1,09
0,5950 91,53
0,5692 87,56

15 0,5684 87,44 87,26 0,53
0,5641 86,78
0,5521 84,93

20 0,5534 85,13 85,11 0,10
0,5542 85,26
0,5280 81,23

30 0,5312 81,72 81,45 0,16
0,5300 81,53
0,5089 78,29

90 0,5070 78,00 78,14 0,26
0,5044 77,60
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A Figura 5.28 mostra o gréafico correspondente a analise do teor de linezolida
durante 90 dias, exposta ao fator luz-UVC 254 nm, analisadas por espectrofotometria

em 251 nm.
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Figura 5.28. Analise do teor de linezolida, no periodo correspondente de 90 dias,

exposta ao fator luz UVC — 254 nm, analisadas por espectrofotometria na regido UV.

5.2.2.2.3. Andlise por doseamento microbioldgico

A Tabela 5.3 mostra os resultados obtidos com os comprimidos triturados

expostos ao fator luz-UVC (254 nm) durante o periodo de 90 dias.
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Tabela 5.3. Resultados obtidos na quantificacdo de linezolida nos comprimidos

triturados expostos a luz-UVC (254 nm), analisados por doseamento microbiol6gico

Tempo de exposicao Teor (%)
(dias)
10 81,49
30 73,61
60 57,22
90 46,81

A Figura 5.29 mostra o grafico correspondente a analise do teor de linezolida
durante 90 dias, exposta ao fator luz-UVC 254 nm, analisadas por doseamento

microbioldgico.
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Figura 5.29. Analise da poténcia de linezolida, no periodo correspondente de 90 dias,

exposta ao fator luz UVC — 254 nm, analisadas por doseamento microbiolégico.
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5.2.2.2.3. Andlise comparativa do estudo de fotodegradacdo em CLAE,

espectrofotometria no UV e doseamento microbiologico.

A Figura 5.30 mostra o decaimento de teor, dos comprimidos de linezolida,
expostos durante 90 dias na luz-UVC (254 nm), analisados por CLAE, por doseamento

microbiol6gico e espectrofotometria no UV.

Figura 5.30. Andlise comparativa do teor de decaimento dos comprimidos de
linezolida, expostos a luz-UVC, analisados por CLAE, por doseamento microbiolégico

e espectrofotometria no UV.
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5.2.2.2.3. Discussao

O estudo de fotodegradagdo demonstrou que linezolida é susceptivel a luz
UVC (254 nm) nas condi¢cdes estudadas. As andlises foram realizadas expondo o
equivalente a trés pesos médios dos comprimidos triturados, em camara espelhada
com luz-UVC (254 nm), forcando condigbes extremas de analise. Este estudo teve
como obijetivo verificar o decaimento do teor de linezolida nos comprimidos durante o
periodo de 90 dias e também verificar, quais os possiveis produtos de degradacao
formados nesta condicdo de estresse. O método desenvolvido e validado em CLAE
demonstrou a capacidade de diferenciar os produtos de degradag¢édo do farmaco néo
degradado e também quantificar a quantidade residual de linezolida apds a
degradacdo. Pode-se observar na Tabela 5.1 e Figura 5.26, o decaimento do teor de
linezolida nos comprimidos, ap0s 0s tempos de exposi¢cao pré-determinados. Apés a
exposi¢cdo de 90 dias, os comprimidos triturados na luz UVC, apresentaram um teor

residual de 32,54 % determinados por CLAE.

Com o estudo de fotodegradacéo, pode-se verificar que o método em CLAE,
desenvolvido e validado, foi capaz de identificar e diferenciar linezolida dos seus
produtos de degradacdo formados. As determinacdes dos possiveis produtos de
degradacao indicam as rotas de degradacao de linezolida quando exposta a luz UVC-
254 nm. Observando os cromatogramas dos periodos pré-determinados de exposicao,
verifica-se que a partir do décimo dia de exposicao, ocorre a formacao de um produto
de degradagdo majoritério (Figura 5.27) e a partir do décimo quinto dia de exposicao,
observa-se a formacéao de outro produto de degradacdo. Pelos cromatogramas obtidos

sugere-se a formagéo de dois produtos de degradacdo majoritarios.

A espectrofotometria na regido do ultravioleta foi outro método validado, e
também escolhido para verificar a capacidade de quantificacdo de linezolida na

presenca de produtos de degradacdo, gerados pela degradacdo forcada de
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comprimidos triturados de linezolida na luz-UVC. A espectrofotometria na regido UV, a
251 nm, apresentou um decaimento no teor de linezolida em 60 dias, sendo que, neste
caso, 0 método foi menos sensivel, pois utilizando espectrofotometria no UV, observa-
se que o teor residual de linezolida em 60 dias de exposicdo, foi de 78,14 % de
linezolida. Este fato indica que o produto de degradacdo mantém parte da molécula
responsavel pela absor¢éo na regido UV. O anel fenil € o croméforo responséavel pelo
espectro caracteristico da molécula. Acredita-se que a estrutura do anel ndo foi

degradada.

Amostras expostas por 90 dias em luz-UVC foram analisadas por doseamento
microbiol6gico. Este método mostra-se sensivel a degradacdo de linezolida na luz
UVC, apresentando um decaimento caracteristico do teor no periodo de 90 dias
(Figura 5.29). Neste caso, supde-se que 0s grupamentos orgéanicos degradados,
provavelmente, sdo importantes para a atividade antimicrobiana de linezolida. De
acordo com a estrutura quimica de linezolida, é possivel identificar cinco grupamentos
gue contribuem para a atividade antimicrobiana (Figura 3.2, capitulo I). Os resultados
do ultravioleta sugerem que o grupamento principal pela absor¢édo da molécula n&o foi
quebrado, com estes dados, supfe-se que 0s grupos no circulo 1 e 2 (Figura 5.31)
foram rompidos, diminuindo a atividade antimicrobiana de linezolida. A poténcia de

comprimidos de linezolida apds 90 dias de exposicao foi de 46,81 %.

o 2
o N——{f :}—N
F

Figura 5.31. Estrutura quimica de linezolida e os possiveis grupos organicos

atingidos durante a exposic¢ao por 90 dias.
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5.2.3. Estudo da cinética de fotodegradacéo utilizando CLAE

5.2.3.1. Condic¢Bes de estudo

Considerando a fotossensibilidade de linezolida, verificada a partir dos
resultados obtidos nos estudos de fotodegradacdo, realizou-se a cinética de
fotodegradacéo. O estudo da cinética foi realizado com os comprimidos triturados
expostos a radiacdo ultravioleta, colocados na camara descrita no estudo preliminar de
estabilidade durante o periodo de 60 dias. Apds o término de analise, as solucdes
foram preparadas conforme o item 2.2.1.1 e analisadas em CLAE. A partir dos dados
experimentais de concentracdo, determinou-se a ordem de reacdo seguida pela
amostra, utilizando-se como base a correlacdo existente entre as duas variaveis
(concentracdo e tempo). Os coeficientes de regressao linear (r) foram obtidos, sendo
gue o coeficiente mais proximo da unidade indica a ordem da reacdo (LACHMAN et
al., 2001). Os parametros cinéticos de constante de velocidade de reacdo (k), e
periodo de vida Util tyyy, (tempo no qual 90% da concentracdo do farmaco encontra-se

inalterada) foram obtidos. O valor de k médio foi obtido a partir da inclinacdo da reta.

5.2.3.2. Resultados

A Tabela 5.4 relaciona os resultados do efeito da exposi¢édo a luz 254 nm na
concentracao residual de linezolida nos comprimidos triturados durante o periodo de

90 dias, analisados por CLAE.
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Tabela 5.4. Concentracdo residual de linezolida em comprimidos triturados apés a

fotodegradacdo em lampada UVC - 254 nm, utilizando o método CLAE

Tempo (dias) Area (média) Teor (%) Concentracéao
obtida (ug/mL)

0 558010,11 101,32 12,16

1 541992,5 98,45 11,81

10 500982,4 91,56 10,92

15 464141,4 84,58 10,11

20 445835,1 80,91 9,71

30 385890,7 68,97 8,41

60 342198,8 61,85 7,45

90 179174,0 32,54 3,90

*DPR — desvio padréao relativo

A Tabela 5.5 relaciona os valores das concentracbes para cada ordem de
reacdo, bem como o coeficiente de correlagdo, obtida a partir de solugbes dos

comprimidos triturados de linezolida expostos a luz UVC-254 nm (20 W).

Tabela 5.5. Valores dos coeficientes de correlagéo, considerando diferentes ordens de
reacao, obtidos a partir de solu¢gbes dos comprimidos triturados de linezolida expostas
a luz UVC-254 nm (20 W)

Tempo Reacéo de ordem zero Reacéo de primeira Reacédo de segunda

(dias) concentracao de linezolida ordem log da ordem
(ng/mL) concentragéo 1/concentracéo

0 12,16 1,084 0,082
11,81 1,072 0,084
10 10,92 1,038 0,0915
15 10,11 1,004 0,0989
20 9,71 0,987 0,1029
30 8,41 0,924 0,118
60 7,45 0,872 0,134
90 3,905 0,591 0,256
r 0,966 0,946 0,877
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A Figura 5.32 mostra os graficos de concentracdo de farmaco residual em
funcdo do tempo, log da concentracdo em funcdo do tempo, e inverso da
concentracdo em funcdo do tempo.

y=-0084x+ 11,7
R*=0,966

=
o

(A)

Concentracio (pgfmlL)

o 20 44 &0 20 100
Tempo [dias)

1,2
(B)

0,6

0,4 y=-0,005x + 1,087
R*=0,946

Log da concentracio (pgfmL)

I:I T T T T 1
a 20 40 &0 80 100

Tempo (dias)

(C)

0,25
a,2

0,15

0,1 y=0,001x+ 0,073

R*=0,877

1/concentracio (pgfmL)

0,05 A

I:I 1 1 1 1 1
a 20 440 60 g0 100

Tempo (dias)

Figura 5.32. Graficos correspondentes as ordens de reacgdo: (A) reacao de ordem zero; (B)
reacdo de primeira ordem; (C) reacdo de segunda ordem de linezolida residual em funcéo do

tempo. Os coeficientes de regressdo encontram-se demonstrados.
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A Tabela 5.6 mostra os resultados obtidos da velocidade de degradacéo (k) de
linezolida, o tempo de vida Util (tooy) € O coeficiente de correlacdo para linezolida,

obtidos segundo cinética de ordem zero.

Tabela 5.6. Constantes de velocidade de reacédo (k), equacdo da reta, coeficiente de
correlacdo e tempo de vida Qtil (teee) para linezolida apos fotodegradacdo a 254 nm

dos comprimidos triturados, por CLAE

Parametros Valores

equacao y =-0,084x + 11,7
Coeficientes de correlacéo r’ = 0,966
Velocidade de degradacéo (k) k =0,084

tooss (M) toow = 14,47

5.2.3.3. Discussao

O método por CLAE, validado para a determinacdo de linezolida na forma
farmacéutica, demonstrou ser adequado para estudos de estabilidade, pois ndo ha
interferéncia dos picos referentes aos produtos de degradacdo na andlise. Testes
preliminares de estabilidade haviam demonstrado que a luz € um fator importante para
a degradacdo de linezolida, mas ndo havia dados sobre a velocidade das reacgoes.
Com isso, foi realizado o estudo da cinética de fotodegradacéo do farmaco, na forma
sélida (comprimidos triturados), visando verificar o comportamento de linezolida nos
poés. Os resultados demonstraram que a linezolida apresenta importante
fotodegradacao nos comprimidos triturados expostos a luz UVC-254 nm. Foi possivel

observar que em 90 dias de exposicdo, os comprimidos triturados possuem teor
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residual de linezolida de 32,54 %. Os p0s apresentaram coloracdo amarelada, a qual

aumentou com o tempo de exposicao.

A partir dos graficos obtidos, foi possivel atribuir & reacdo de fotodegradacéo
de linezolida em comprimidos triturados, uma cinética de ordem zero. Com isto, de
acordo com o conceito de ordem zero, a degradacdo de linezolida sob efeito de
radiacdo UVC-254 nm, independe da concentracdo dos reagentes. Os parametros
cinéticos de constante de velocidade de reagéo (k) e tempo de vida Util (tgee) foram
calculados com base nas equacGes matematicas apresentadas para reacdo de ordem

zero (Tabela 5.6).

5.2.4. Estudo da estabilidade de linezolida em camara climética

5.2.4.1. Condic¢Bes de estudo

Para este estudo foi utilizada uma camara climéatica (Marconi MA 835/UR), a
40°C e 75% de umidade relativa, simulacao dia/noite, durante 3 meses. O equivalente
a trés pesos médios foram triturados e colocados em placa de Petri. Apds o tempo de
exposicao, pesou-se o equivalente a 200 mg de linezolida de cada uma das amostras
expostas a 40°C e 75% de umidade relativa e transferiu-se para balées volumétricos
de 100 mL, completando-se o volume com &gua. Desta solu¢do a 2000,0 pg/mL, foi
transferida uma aliquota de 10,0 mL para baldo volumétrico de 100 mL e o volume
completado com agua, obtendo-se concentracao de 200,0 pg/mL. Em seguida, foram
transferidas aliquotas de 3,0 mL para bal6es volumétricos de 50 mL e o volume
completado com fase mével (acido acético 1% : acetonitrila: metanol, 50:25:25, V/V/V).
As solucgdes foram filtradas em membrana de tamanho de poro 0,45 um e volumes de

20 pL foram analisados por CLAE.

5.2.4.2. Resultados

A Tabela 5.7 mostra os resultados obtidos com os comprimidos triturados
expostos a camara climatica (40° C/75%) durante o periodo de 180 dias.
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Tabela 5.7. Valores obtidos na quantificacdo de linezolida nos comprimidos triturados expostos

a camara climéatica (40° C/75%), analisados por CLAE.

Tempo de exposicao Area Teor Teor médio DPR
(dias) (%) (%)

557734 101,31

0 564065 102,46 101,32 1,57
551624 100,20
558761 101,49

5 554763 100,77 99,33 3,15
527084 95,74
525488 95,45

10 543313 98,69 96,72 1,78
528741 96,04
514350 93,42

15 539508 97,99 94,35 3,48
504402 91,62
496777 90,23

30 517958 94,08 94,09 4,11
539365 97,97
487631 88,57

45 490470 89,09 88,44 0,81
482609 87,66
484874 88,07

60 493548 89,65 87,04 3,72
459237 83,41
517608 94,02

75 495320 89,97 90,58 2,29
502032 91,19
460688 83,68

90 483578 87,83 85,02 3,43
452594 82,21
339781 58,08

180 330160 59,97 58,88 1,65
322568 58,59
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A Figura 5.33 mostra o gréafico correspondente a andlise do teor médio de
linezolida durante 180 dias, exposta em camara climatica 40°C/75%, analisadas por

CLAE.

120 4
100
80 -

60 -

Teor (%)

40

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Tempo (dias)

Figura 5.33. Andlise do teor de linezolida, no periodo correspondente de 180 dias,

exposta em camara climatica (40° C/75%), analisadas por CLAE.

A Figura 5.34 mostra os cromatogramas dos comprimidos triturados de
linezolida expostos a 40°C/75 % em camara climatica nos periodos pré-determinados

(5, 30, 45, 60 e 90 dias)
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Figura 5.34. Cromatogramas ampliados dos comprimidos triturados de linezolida, em camara
climatica (40° C/75%), nos periodos de 5 (A), 30 (B), 45 (C), 60 (D), 75 (E) e 90 (F) dias. Fase
movel: acido acético 1% : metanol : acetonitrila (50:25:25, V/V/V). Coluna Symmetry Waters Cig

5um 250 mm x 4,6 mm e pré-coluna Symmetry Waters Cyg5 um 20 mm x 3,9 mm.
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5.2.4.3. Discussao

De acordo com o International Conference on Harmonization (ICH), 1994, e a
Resolugcdo GMC 53/96 do Mercosul (2000), para estudos de estabilidade, o Brasil
encontra-se na regido climatica IV, com temperatura média de 30C e 70% de UR.
Estes roteiros para analise da estabilidade de medicamentos sugerem a execucédo de
estudos de degradacdo acelerada de acordo com a area climatica em que se
encontram cada pais. Para os paises situados na regido IV, os ensaios de degradagéo
acelerada devem ser conduzidos a 40 C e 75% de umi dade relativa (UR), durante o
periodo de seis meses e a 50C e 90% de UR, durante o periodo de trés meses.
Nesses estudos o medicamento é mantido na sua embalagem primaria. Segundo a
Resolucdo RE n° 1, de 29 de julho de 2005 (BRASIL, 2005), nas formas farmacéuticas
sélidas, que possuem embalagem impermedavel, os estudos de estabilidade acelerada
e longa duracdo devem ser conduzidos utilizando somente um parametro:
temperatura. Se a embalagem for semi-permeavel, deve-se utilizar a temperatura e a
umidade relativa nas analises.

Neste estudo, os comprimidos foram analisados fora da embalagem, integros e
triturados, durante 3 meses. Foi realizado estudo de degradacdo forcada para os
comprimidos de linezolida e com isso acelerar os processos de degradacdo. Os
parametros e tempos de exposicdo foram determinados segundo KLICK e
colaboradores (2005).

E amplamente reconhecido no campo das ciéncias farmacéuticas que a
exposicao de farmacos no estado soélido a altas taxas de umidade relativa bem como a
associacao entre o vapor d’agua com as particulas solidas pode acelerar a velocidade
de degradacdo quimica do produto. Em geral, para reac6es que ocorrem com sélidos
na forma amorfa, a velocidade de reagdo aumenta com o aumento do contetdo de
agua e este fato pode ser atribuido a capacidade do sélido amorfo de absorver o vapor

d'’agua na sua estrutura, formando uma solucdo amorfa. A agua absorvida é
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responsavel pela maioria dos tipos de reacdes de degradacao de farmacos como, por
exemplo, reacdes de hidrolise, oxidacdo e desaminacdo (SHALAEV e ZOGRAFI,
1996).

Durante o tempo de analise, os comprimidos apresentavam-se brancos, e
levemente amarelados com 60 dias de exposicdo. Verificou-se que houve a
degradacao de linezolida lentamente, com teor residual de 85,02% do farmaco em 90
dias de exposicdo. Os comprimidos foram analisados por CLAE, cujo método foi
validado e também mostrou ser apropriado para identificacdo e diferenciacdo de

produtos de degradacao, nos estudos de degradacédo forcada em camara climéatica.

5.2.6. Discussao geral

O estudo de estabilidade de linezolida em comprimidos foi um dos objetivos
deste trabalho, tendo em vista a pequena quantidade de informacdes na literatura. Os
trabalhos encontrados citam a susceptibilidade de linezolida a degradacédo basica, em
testes de estresse (BEBAWY, 2003a; BEBAWY, 2003b). Nestes trabalhos, os autores
desenvolveram um método analitico na presenca do produto de degradacéo formado
em meio alcalino. Este tipo de degradacdo é irrelevante, pois ndo condiz com

degradacgdes verdadeiras, em que os comprimidos sdo expostos.

Neste capitulo, inicialmente, foram realizados os testes preliminares, a fim de
conhecer quais os fatores sdo importantes para a degradacgéo do farmaco. Observa-se
que linezolida nos comprimidos é sensivel & degradagéo &cida, béasica, oxidativa,
fotolitica e nas condic6es de temperatura e umidade (40°C/75%). Sabendo que, 0s
fatores reais de influéncia na estabilidade dos comprimidos seriam a exposi¢éo a luz,
temperatura e umidade, escolheu-se a degradacédo fotolitica e em camara climatica

para realizar os estudos do decaimento do teor de linezolida nos comprimidos, e,
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posteriormente, aplicar os dados obtidos no estudo de cinética de degradacdo dos

comprimidos de linezolida.

Para realizar os estudos de degradacdo fotolitica, foi utilizada uma camara
espelhada (100 x 16 x 16 cm), com lampada UVC-254 nm. O comprimido integro, fora
da embalagem primaria, foi exposto a luz-UVC por 60 dias, e os comprimidos
triturados, equivalente a trés pesos médios, foram expostos durante 90 dias. O
comprimido integro, exposto durante 60 dias, apresentou 0os mesmos produtos de
degradacdo dos comprimidos triturados. Pode-se observar a formacdo de dois
produtos de degradacdo majoritarios na degradacéo fotolitica. Estes dois produtos de
degradacdo foram mais bem Vvisualizados quando analisados em coluna
semipreparativa, apresentando tempos de retencao de 10,4 min e 11,5 min. Os dois

produtos de degradacao foram confirmados na analise em CLAE com diodos em série.

Ap6s o estudo preliminar de comprimidos de linezolida, foi estudado o
decaimento do teor de linezolida comprimidos, quando expostos a luz-UVC, durante
90 dias. Para estas andlises utilizou-se os métodos validados em CLAE,
espectrofotometria no UV e doseamento microbiolégico. Os comprimidos triturados de
linezolida apresentaram um decaimento de 32,54 % em 90 dias, quando analisados
por CLAE e de 78,14 % quando analisados por espectrofotometria no UV. Para o
doseamento microbioldgico, o teor em 90 dias foi de 46,18 %. O método em CLAE e o
doseamento microbiol6gico sdo mais sensiveis e especificos a degradacdo de
linezolida. Com os dados fornecidos com a fotodegradagdo dos comprimidos,
analisados por CLAE, pode-se realizar o comportamento de degradacéo de linezolida
guando exposta a luz-UVC. Verificou-se que linezolida apresenta uma cinética de

ordem zero quando exposta ao fator luz.

O estudo de degradacdo de comprimidos de linezolida em cémara climatica

(40°C/75%) também foi realizado, utilizando-se CLAE. Os comprimidos triturados
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foram expostos durante o periodo de 180 dias, no qual apresentaram um decaimento

de 58,88%. Esta degradacdo ocorreu mais lentamente do que com os comprimidos

expostos a luz-UVC.

5.2.7. Concluséo

O estudo de estabilidade preliminar em meio basico (NaOH 0,1 M) demonstrou
gue o farmaco é muito sensivel a este fator, degradando-se completamente em
1 hora de contato com o meio bésico.

O estudo de estabilidade preliminar em meio oxidativo indicou que o farmaco
sofre degradacé@o em contato com peroxido de hidrogénio 3%.

O estudo da estabilidade térmica de comprimidos de linezolida mostrou que os
comprimidos séo estaveis por 30 dias a temperatura de 65° C.

O estudo preliminar de estabilidade frente as lampadas UVC-254 nm indicou
gue linezolida é sensivel a radiacdo nos comprimidos triturados e integros de
linezolida em menos de 10 dias.

O estudo em camara climatica (40° C/75%) demonstrou que os comprimidos de
linezolida sao sensiveis a este fator, apresentando uma degradacao mais lenta.
O resultado obtido na avaliacdo de cinética de fotodegradagéo indicou tratar-se

de uma reacdo ordem zero.
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