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RESUMO

O 4cido fusidico ¢ um antimicrobiano esteroide, indicado no tratamento de infec¢des graves causadas
por micro-organismos do género Staphylococcus e de outras espécies de bactérias Gram-positivas,
incluindo espécies resistentes a penicilina ¢ a outros antimicrobianos. Pesquisas envolvendo o
desenvolvimento de métodos analiticos mais praticos sdo relevantes para otimizar as andlises de
rotina na indistria farmacéutica e garantir a qualidade do produto comercializado. Desta forma, este
trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de métodos analiticos mais rapidos,
seguros para os operadores, econdmicos e de facil execu¢do, em comparacdo aos métodos descritos
na literatura para a determinagdo do 4cido fusidico na forma farmacéutica de creme dermatolégico.
O 4cido fusidico foi analisado quanto as suas caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas.
Também foi realizada andlise qualitativa pelo método de espectrofotometria de absor¢do na regiao
do visivel e por cromatografia em camada delgada. Para quantificacdo do 4cido fusidico, foram
desenvolvidos e validados dois métodos: método por cromatografia liquida de alta eficiéncia
indicadivo de estabilidade, na faixa de concentragdo de 5,0 a 95,0 pg/mL, utilizando fase movel
composta por acetonitrila e agua (72:28, v/v), pH 3,5 ajustado com acido acético e comprimento de
onda de 210 nm, este método apresentou tempo de retencdo médio de 8,12 minutos, exatiddo de
101,22% e teor de 104%; ensaio microbioldgico pelo método turbidimétrico, na faixa de
concentracdo de 0,25 a 2,25 pg/mL, utilizando caldo casoy e 6% do micro-organismo
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, cuja exatiddo e percentual médio foram de 101,95% e
104,60%, respectivamente. Os métodos foram validados de acordo com as diretrizes do ICH e da
legislagdo brasileira e mostraram ser precisos, robustos, seletivos, exatos e equivalentes para a
quantificacdo do acido fusidico, ao nivel de significancia de 5%. Assim sendo, ambos os métodos
podem ser empregados na analise do acido fusidico na forma farmacéutica de creme dermatolédgico
na industria farmacéutica, contribuindo para melhorar o controle de qualidade do farmaco,
principalmente quando se considera a auséncia de métodos padronizados na Farmacopeia Brasileira
para esta forma farmacéutica comercializada no pais.

Palavras-chave: acido fusidico, CLAE, controle de qualidade, métodos analiticos, turbidimetria,
validagao.



ABSTRACT

Fusidic acid is an antimicrobial steroid, indicated in the treatment of serious infections caused by
microorganisms of the genus Staphylococcus and other Gram-positive bacteria species, including
resistant species to penicillin and other antimicrobials. Research involving the development of more
practical analytical methods are relevant to optimize the analysis in the pharmaceutical industry and
secure the quality of commercialized product. Thus, this study aimed to develop faster analytical
methods, safer for operators, economical and easy to perform, compared to the methods described in
the literature for the determination of fusidic acid in the pharmaceutical form of dermatological
cream. Fusidic acid was analyzed for its organoleptic and physical-chemical characteristics.
Qualitative analysis was performed method by spectrophotometric absorption in the visible region
and by thin layer chromatography. For quantification of fusidic acid, were developed and validated
two methods: stability indicative method by high performance liquid chromatography, in the
concentration range from 5.0 to 95.0 pg mL™, using mobile phase composed by acetonitrile and
water (72:28, v/v), pH 3.5 adjusted with acetic acid and at a wavelength at 210 nm, this method
presented average retention time of 8.12 minutes, accuracy of 101.22% and content of 104%;
microbiological assay by turbidimetric method, in the concentration range from 0.25 to 2.25 pg mL™,
using casoy broth and 6% of the microorganism Staphylococcus epidermidis ATCC 12228, whose
accuracy and mean percentage were 101.95% and 104.60%, respectively. The methods were
validated according to ICH guidelines and Brazilian legislation and shown to be accurate, robust,
selective, accurate and equivalent to quantify the fusidic acid, at a significance level of 5%. Thus,
both methods can be employed in the analysis of fusidic acid in pharmaceutical form of
dermatological cream in the pharmaceutical industry, helping to improve the quality control of the
drug, mainly considering the lack of standardized methods in the Brazilian Pharmacopoeia for this
pharmaceutical form marketed in the country.

Keywords: fusidic acid, HPLC, quality control, analytical methods, turbidimetry, validation.
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1 INTRODUCAO

A preocupacao em relacdo a qualidade e eficacia dos medicamentos ¢ o que estimula o
desenvolvimento de milhares de pesquisas realizadas mundialmente, sobretudo em relagdo ao
controle de qualidade — CQ (LA ROCA et al., 2007). Nas ultimas décadas, apos inimeros episodios
desastrosos envolvendo o uso de medicamentos € com a consciéncia dos riscos inerentes ao seu uso,
os orgaos fiscalizadores passaram a exigir de forma mais rigorosa dados que comprovem a qualidade
das andlises quimicas (RIBANI et al., 2004).

Para que a qualidade de um medicamento seja alcancada de forma confiavel, ¢ fundamental a
implantagdo de um sistema de Garantia da Qualidade (GQ) que incorpore, entre outras ferramentas,
as Boas Praticas de Fabricacdao (BPF). As BPF tém como finalidade assegurar que todas as atividades
executadas em um determinado ensaio sejam realizadas de forma planejada e sistematica, garantindo
que os medicamentos produzidos satisfacam os padrdes de qualidade exigidos (ANVISA, 2003b;
2000).

Em geral, as acdes envolvidas nas BPF se referem a definicdo detalhada dos procedimentos
que devem ser utilizados na produ¢dao dos medicamentos, bem como, a adequagdo do espaco fisico,
utilizagdo de equipamentos apropriados, armazenamento e distribui¢do dos medicamentos de forma
correta, contratacdo de analistas qualificados e a implantagdo do CQ laboratorial. O CQ, por sua vez,
¢ a parte da GQ responsavel por assegurar que os materiais nao sejam liberados para uso, nem os
produtos liberados para venda, antes que a sua qualidade seja julgada satisfatéria. Além disso, é o
setor encarregado de realizar amostragens, ensaios e de emitir laudos das analises (ANVISA, 2003b).

O aumento significativo no numero de farmacos comercializados, assim como o0 avango €
transformagao das tecnologias utilizadas na producao, aumentou o interesse de diferentes secoes da
sociedade ligadas a 4rea da satde, pela busca de medidas que garantam a integridade dos
medicamentos comercializados (ANVISA, 2003b) e promoveu ampliagdo do conceito de CQ que era
simplesmente industrial, para uma abordagem mais cientifica. Nesse sentido, as Universidades tem
executado papel fundamental servindo como centros de pesquisas para o desenvolvimento de
métodos analiticos, contribuindo significantemente para o enriquecimento cientifico na area.

A validagdo de métodos pode ser entendida como um processo baseado na obtencdo,
documentagdo e analise de dados, o qual permite tanto descrever de forma detalhada, como
identificar e controlar os fatores de variagdo (BREAUX; JONES; BOULAS, 2003). O objetivo da
validacdo ¢ assegurar a reprodutibilidade dos resultados e estabelecer limites de aceitacdo de
possiveis erros analiticos, exigindo a adocao de procedimentos que conferem a confiabilidade

necessaria para a aplicacdo das técnicas de quantificacdo, pois sabe-se que dados analiticos
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incorretos podem conduzir a decisdes contraditorias e a prejuizos financeiros irrecuperaveis
(RIBANI et al., 2004).

Além da preocupacdao com a qualidade dos dados analiticos, existe cada vez mais a
preocupacdo com o meio ambiente. A quimica analitica verde apresenta como finalidade o
desenvolvimento sustentavel, destinado a remog¢ao ou a minimizag¢do do impacto ambiental causado
por varios tipos de métodos analiticos (ZYGMUNT; BANEL; WASIELEWSKA, 2011). Este
conceito vem sendo amplamente aplicado em varias areas, como por exemplo, na sintese organica,
em procedimentos analiticos aplicados em laboratorio ou em escala industrial (ARMENTA;
GARRIGUES; GUARDIA, 2008; KEITH; GRON; YOUNG, 2007).

As industrias farmacéuticas, por sua vez, tendem adotar uma postura de redugdo, prevengao
ou elimina¢do dos residuos de processo, por meio da substituicio de técnicas analiticas que
empreguem solventes organicos por outras que nao os utilizem, ou que minimizem seu uso, bem
como pela substitui¢do de matérias-primas ou insumos por outros de menor toxicidade (NOLASCO;
TAVARES; BENDASSOLLI, 2006).

Seguindo este raciocinio, o desenvolvimento de novos métodos de andlise ou mesmo a
modificagdo de métodos descritos na literatura se faz necessario, sempre que se perceba o uso
desnecessario de materiais e solventes, desgaste de equipamentos e geragdo excessiva de residuos.
Uma vez desenvolvido e validado, os métodos permitem quantificar, bem como identificar fArmacos
em matérias-primas e/ou em produtos acabados, a fim de analisar a qualidade, eficacia terapéutica e
seguranca dos medicamentos ja comercializados, tanto no dmbito da industria farmacéutica, bem
como em farmacias magistrais publicas e privadas (TRAISNEL; GAYOT, 1995).

O é4cido fusidico (AF) ¢ um antimicrobiano que pertence a classe dos esteroides
(GODTFREDSEN; VANGEDAL, 1962), indicado no tratamento de infec¢des graves causadas por
micro-organismos Gram positivos, em particular contra a bactéria Staphylococcus aureus
(SPELMAN, 1999). Embora esteja presente no mercado ha mais de 50 anos, existem poucos artigos
cientificos na literatura que descrevem o desenvolvimento de métodos analiticos para sua
determinac¢do. Além disso, ndo existe monografia deste antimicrobiano na Farmacopeia Brasileira
(2010), mesmo sendo comercializado no Brasil.

Nesse sentido, o desenvolvimento de novos métodos analiticos eficazes e confidveis, que
além disso, priorizem a rapidez, facilidade de execugao, minimizagdo de custos e do uso de solventes
organicos, em relacdo aqueles descritos na literatura para andlise do AF, sdo essenciais para reduzir o
impacto ambiental, garantir a qualidade do produto final e, consequentemente, a seguranca do

consumidor.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve como objetivo geral o desenvolvimento e validacdo de novos

métodos analiticos para 0 CQ do AF na forma farmacéutica de creme dermatoldgico.

2.2 Objetivos especificos

v

Avaliar as caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas do AF substancia quimica de
referéncia (SQR) e do produto acabado (creme dermatolodgico - Verutex®);

Desenvolver método qualitativo por espectrofotometria de absor¢do na regido do visivel
(Vis), para a identificacao do AF na forma farmacéutica de creme dermatologico;

Identificar o AF no produto acabado pelo método de cromatografia em camada delgada
(CCDy);

Desenvolver e validar método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) com
detector ultravioleta (UV) para a identificagdo e quantificacdo do AF na forma farmacéutica
de creme dermatologico;

Desenvolver e validar método microbiologico por turbidimetria para doseamento do AF na
forma farmacéutica de creme dermatologico;

Realizar andlise comparativa dos métodos desenvolvidos e validados para andlise do AF na

forma farmacéutica de creme dermatolégico.
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3 REVISAO DA LITERAURA

3.1 Antimicrobianos

A teoria microbiana foi descrita pela primeira vez em 1857 por Louis Pasteur, que afirmava
que os micro-organismos eram capazes de sobreviver em outros organismos, causando patologias.
Seguindo este raciocinio, procurou-se dar maior aten¢do a sua preven¢do e tratamento (TAVARES,
1999).

O surgimento da quimioterapia, definida como o uso de substancias quimicas contra
infecgdes, teve inicio em 1909, com a descoberta do salvarsan, pelo pesquisador Paul Ehrlich,
considerado pai da quimioterapia. Este produto foi obtido a partir de combinag¢des de arsénico,
utilizado no tratamento da sifilis (WALSH, 2003).

Apesar destes e outros achados, a grande revolugdo na quimioterapia ocorreu com a
descoberta da penicilina G, ou benzilpenicilina, pelo microbiologista escocés Alexander Fleming em
1928 (PATRICK, 2009). Apds a industrializacdo deste fArmaco, especialmente em consequéncia da
Segunda Guerra Mundial, observou-se no decorrer das ltimas décadas um répido crescimento na
descoberta ¢ desenvolvimento de novos medicamentos eficientes no combate de infecgdes, o que
revolucionou o tratamento médico e ocasionou uma significativa reducdo da mortalidade (RANG
et al., 2008) e consequente aumento da expectativa de vida da populacdo.

Os medicamentos antimicrobianos podem apresentar agao bactericida, quando promovem a
morte dos micro-organismos, ou acdo bacteriostatica, quando simplesmente inibem sua
multiplicacdo, e sdo divididos em antibidticos e quimioterapicos (TAVARES, 1999).

O termo antibidtico antigamente se referia estritamente a substancias de origem bioldgica ou
compostos naturais, enquanto que o termo quimioterapico se referia aos agentes quimicos
sintetizados em laboratorios. No entanto, com o conhecimento da sua estrutura quimica, alguns
antibidticos passaram a ser modificados quimicamente, bem como foram obtidos inteiramente por

sintese (TAVARES, 1999).

3.2 Acido fusidico

O AF foi isolado pela primeira vez a partir do fungo Fusidium coccineum, em 1960
(GODTFREDSEN et al., 1962). Posteriormente, outras fontes fingicas, como Acremonium
fusidioides,  Calcarisporium  arbuscula,  Cephalosporium  lamellaecula, — Cephalosporium

acremonium, Epidermophyton  floccosum, Gabarnaudia tholispora, Mucor ramannianus,
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Paecilomyces fusidioides também foram relatadas (COLE; SCHWEIKERT, 2003; GODTFREDSEN
etal.,, 1979; PERRY etal., 1983).

O AF ¢ considerado o antimicrobiano mais potente do grupo dos fusidanos (COSTI et al.,
2005; PERRY et al, 1983; ZHAO et al., 2013), e por apresentar um sistema de anel
ciclopentenoperidrofenantreno, pertence a classe dos esteroides (GODTFREDSEN; VANGEDAL,
1962), mas ndo contém nenhum efeito corticoide (WILKINSON, 1998). O grupo dos fusidanos, por
sua vez, compoe uma pequena classe dos nor-triterpenos tetraciclicos, que podem ser estruturalmente
considerados como 29-nor protostano triterpenos (ZHAO et al., 2013).

A estrutura-atividade do AF foi determinada por Godtfredsen e colaboradores, em 1966
(Figura 1), por meio de uma série de modificagdes quimicas em que alteravam ou removiam oS
grupos funcionais (GODTFREDSEN et al., 1966). Estas modificagdes foram testadas com cepas de
Staphylococcus aureus, os quais sao sensiveis a presenga do farmaco (SILVA; CHAHER;
BERNHARD, 1965).

Sabe-se que a cadeia lateral e o grupo funcional acido carboxilico do AF sdo indispensaveis
para a sua atividade biologica (DUVOLD et al., 2001; GODTFREDSEN et al., 1966). Modificacdes
estruturais neste fArmaco demonstravam que, entre os 51 derivados produzidos, nenhum apresentou
atividade antibacteriana melhor do que o composto original, com exce¢ao apenas do derivado

24,25-4cido diidro fusidico, cuja atividade foi semelhante (GODTFREDSEN et al., 1966).

Figura 1- Estrutura-atividade do AF
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Fonte extraida e adaptada: DUVOLD et al., 2001
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Segundo informacdes da Indastria LEO Pharma, atualmente o AF ¢ comercializado
principalmente na forma farmacéutica de creme ¢ pomada por muitos paises, conforme apresentado
na Tabela 1. No Brasil, o AF est4 disponivel apenas na forma farmacéutica de creme dermatologico,
com o nome comercial de Verutex®. Além da LEO Pharma, laboratérios como Neo Quimica, Pizer,

Brainfarma e Prati Donaduzzi produzem e comercializam apresenta¢des genéricas do farmaco.

Tabela 1- Formas de comercializagao do AF em varios paises

B Nome Forma . Tipo de Tamanho da
Pais R . Concentracao
comercial farmacéutica embalagem embalagem
Brasil Verutex” Creme 20 mg/g Tubo de aluminio I5¢g
Franca Fucidine® Pomada 20 mg/g Tubo de aluminio I5¢g
Portugal Fucidine® Pomada 20 mg/g Tubo de aluminio I5g
Espanha Fucidine® Pomada 20 mg/g Tubo de aluminio 15ge30g
Australia Fucidin® Pomada 20 mg/g Tubo de aluminio I5¢g
Canada Fucidin® Pomada 20 mg/g Tubo de aluminio 15ge30g
Dinamarca  Fucidin® Pomada 20 mg/g Tubo de aluminio 15ge30g
Italia Fucidin® Pomada 20 mg/g Tubo de aluminio 30g
L L Pomada e Tubo de aluminio e 15ge
Grécia  Fucidin® Gaze 20me/g Kliklok 10x 10 cm

Fonte: Industria LEO Pharma Ltda

O AF em combinac¢do com outros principios ativos estd disponivel em vérias formulacdes
para administragdes oral (comprimido e suspensdo), intravenosa e tdpica (creme, pomada e gel)
(TURNIDGE, 1999) em vérios paises (GONTIJO; PEREIRA; SILVA, 2003).

Embora seja amplamente utilizado durante décadas, o AF nunca foi aprovado nos Estados
Unidos pela Food and Drug Administration (FDA). Por este motivo, um regime de dosagem tem
sido patenteado, visando a utilizagdo do fadrmaco via oral como monoterapia, uma vez que apresenta-
se como uma alternativa segura e eficaz no combate as cepas de Staphylococcus aureus resistentes a

meticilina — MRSA (FERNANDES; PEREIRA, 2011).

3.2.1 Espectro de acio e aplicacoes clinicas

Desde 1962, o AF tem sido amplamente utilizado no tratamento sistémico e tdpico de
infecgdes estafilococicas (JONES et al., 2011; SPELMAN, 1999), incluindo estafilococos coagulase-
negativo e cepas resistentes a penicilina e a outros antibacterianos (KOROLKOVAS, 2010), o que o
torna uma alternativa no tratamento de doencas causadas por cepas MRSA (ANDERSON, 1980;
FALAGAS; KOPTERIDES, 2007; VERBIST, 1990). Também ¢ ativo contra cepas Gram-positivas

Mariane Machado Curbete



32
Revisdo da literatura

anaerobias e demonstra atividade in vitro contra Neisseria spp., Bordetella pertussis e Moraxella
catarrhalis, mas ndo apresenta atividade contra outras espécies Gram-negativas aerdbicas
(COLLIGNON; TURNIDGE, 1999).

Devido a sua atividade contra uma gama de bactérias Gram-positivas, o AF tem sido também
utilizado no tratamento de uma variedade de situagdes clinicas, como conjuntivite bacteriana
(ADENIS et al., 1989), colite causada por Clostridium difficile, fibrose cistica, na profilaxia em
cirargicas oftdlmicas e neurologicas, também tem sido utilizado como adjuvante no tratamento de
endoftalmite bacteriana, Legionella pneumonia, hanseniase (GOLLEDGE, 1999), infecgdes Osseas,
articulares (DARLEY; MACGOWAN, 2004; DAVIS, 2005; TRAMPUZ; ZIMMERLI, 2005;
ZIMMERLI; TRAMPUZ; OCHSNER, 2004) e infecgdes de tecidos moles (LONG, 2008).

A eficacia terapéutica do AF na forma farmacéutica de creme dermatologico esta relacionada
com sua extraordinaria capacidade de penetracao na superficie cutanea intacta, que promove elevada
concentracio do farmaco no local da infec¢do (STUTTGEN; BAUER, 1988). Além disso, estudo
demonstrou que o AF apresenta atividade aumentada em meio acido (BIEDENBACH et al., 2010).
Esta caracteristica torna ainda mais recomendavel a utilizagdo deste farmaco no tratamento de
infecgdes causadas por estafilococos, que em geral, se desenvolvem em compartimentos acidos ou
levemente acidos (WEINRICK et al., 2004), tal como, mucosas ¢ a pele.

A pele saudavel ¢ colonizada por grande numero de bactérias que vivem em sua superficie ou
nos foliculos pilosos como comensais. Algumas vezes, o supercrescimento dessas bactérias causa
dermatoses e, em outras ocasides, bactérias que ndo fazem parte da microbiota da pele podem
coloniza-la e provocar patologias. As piodermites estdo entre os problemas dermatologicos mais
comuns e importantes da clinica pediatrica, assim como a acne, na adolescéncia, que também esta
entre as dermatoses mais prevalentes (GONTIJO; PEREIRA; SILVA, 2003).

Nesse sentido, o AF ¢ indicado por muitos dermatologistas no tratamento de infec¢des
secundarias, como dermatite atopica, dermatite de contato, prurigo e neurodermatite (LONG, 2008),
bem como para o tratamento de infeccdes da pele causadas por estafilococos, estreptococos ou outros
micro-organismos sensiveis a esta substancia ativa, sendo que as indica¢des mais frequentes sao para
o tratamento de furunculos, antraz ou carbunculo, eritema, foliculite, acne, paroniquia, hidradenite,
infecgdes de feridas por queimadura e impetigo (GEORGE; RUBIN, 2003; KOROLKOVAS, 2010;
SMEENK; SEBENS; HOUWING, 1999; SPELMAN, 1999; WILKINSON, 1998).

No tratamento do impetigo, o AF apresenta significincia frente a outros antimicrobianos

topicos e também ¢ mais eficaz em comparacdo as combinag¢des de neomicina e bacitracina, além de
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ter apresentado resultados semelhantes aos de um antimicrobiano oral no tratamento de infecgdes
cutaneas localizadas (GEORGE; RUBIN, 2003).

Em geral, os antimicrobianos topicos sdo uma opg¢ao importante na profilaxia e tratamento de
varias infecgoes (CHRISTIANSEN, 1999; GRAYSON et al., 2010), pois podem alcancar altas
concentracdes no local especifico da infecc¢do, apresentando efeitos colaterais minimos, comparado

com os tratamentos sistémicos (GEORGE; RUBIN, 2003; LUQUE, 2007; STRINGEL et al., 1989).

3.2.2 Farmacocinética

Na literatura ndo existem muitos trabalhos que caracterizam detalhadamente a
farmacocinética do AF. Sabe-se que o farmaco ao ser administrado via oral e/ou via intravenosa
apresenta boa penetrecdo em varios tecidos, incluindo ossos (CHATER; FLYNN; WILSON, 1972;
HIERHOLZER; KNOTHE; REHN, 1970), prostata, tecido adiposo, rim, coracao ¢ fluido sinovial
(DEODHAR et al., 1972; SATTAR; BARRETT; CAWLEY, 1983), mesmo se ligando fortemente as
proteinas, cerca de 95 a 97% (TURNIDGE, 1999).

Em relacao ao tratamento topico, foi demonstrado em estudo utilizando camara de penetragao
e pele humana, que apds administragao topica do AF incorporado em diferentes bases farmacéuticas
(creme, pomada e gel), este apresentou boa penetracdo em toda a espessura da pele, independente do
tempo de aplicacao, sendo que na presenca de alteragdes espontdneas no estrato cérneo, como
verrugas seborreicas ou outras condi¢des similares que comprometem sua integridade, o farmaco
atingiu niveis mais elevados, por apresentar melhor permeagdo (STUTTGEN; BAUER, 1988). Por
este motivo, o AF ¢ frequentemente utilizado no tratamento de infec¢des profundas como ¢ o caso,
de paroniquia e furunculos (REEVES, 1987).

Para corroborar, estudo in vitro realizado em 2007 também demonstrou a elevada
permeabilidade do AF na pele (SIMONSEN; FULLERTON, 2007). Alguns autores relatam ainda
que a penetracdo cutanea do AF ¢ semelhante a de esteroides topicos, no entanto, ndo apresenta acao
anti-inflamatoria como € esperado para esta classe de farmaco (VICKERS, 1969).

Em relacdo a sua meia-vida de eliminacdo, varios valores foram descritos dependendo da
forma como os ensaios cinéticos foram realizados e o intervalo de dosagem administrado
(TURNIDGE, 1999). O AF ¢ eliminado por mecanismos nio renais, sendo que uma propor¢ao do

farmaco ¢ transformada em varios metabdlitos que podem ser excretados via biliar (BROWN;

REEVES; MCMULLIN, 1997).
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3.2.3 Mecanismo de acao

O AF ¢ um antimicrobiano de ac¢do principalmente bacteriostitica (KOROLKOVAS, 2010),
mas, em altas concentragdes, pode apresentar agao bactericida (WILKINSON, 1998).

Segundo Turnidge (1999), o AF ¢ considerado um antibacteriano tnico, que atua inibindo a
sintese das proteinas bacterianas pela ligagdo ao fator de alongamento G (EF-G). O EF-G ¢ uma
proteina bacteriana essencial que promove a translocacdo no ribossomo, ap6és a formacao da ligagao
peptidica durante a sintese de proteinas (CUNDLIFFE, 1972; TANAKA, KINOSHITA,
MASUKAWA, 1968).

O AF, ao se ligar com o EF-G no ribossomo em combinac¢do com guanosina difosfato inativa
(GDP) ou guanosina trifosfato ativa (GTP), promove a inibi¢do da funcdo da GTPase do EF-G,
evitando qualquer outro alongamento adicional (CUNDLIFFE, 1972; TANAKA, KINOSHITA,
MASUKAWA, 1968). Em procariontes, o fator de alongamento sensivel a acdo do farmaco ¢ o
EF-2, e nas células eucaridticas, existem outros fatores de alongamento, como a EF-Tu e EF-1, que

podem desempenhar as fun¢des do EF-2 (MAZUMDER, 1975).

3.2.4 Reacoes adversas

Ao contrario dos ensaios atualmente realizados com os novos antimicrobianos, a introduc¢ao
do AF na clinica médica ndo foi acompanhada por estudos aprofundados sobre sua toxicidade e
efeitos adversos (CHRISTIANSEN, 1999), e por isso, suas reagdes adversas ainda ndo sio
completamente conhecidas (KOROLKOVAS, 2010).

Os primeiros estudos relataram que o AF ¢ um farmaco ndo téxico, cujos principais efeitos
colaterais sdo desconforto gastrointestinal, diarreia e cefaleia. Casos de hepatotoxicidade foram
relatados a partir de 1972, na qual analise retrospectiva demonstrou que este efeito € reversivel,
principalmente quando associado com a administragdo intravenosa. A administragdo intravenosa, por
sua vez, deve ser realizada lentamente, pois pode causar tromboflebite (IWARSON et al., 1981;
WEBB; WILSON; RAO, 1968).

A administracdo do AF, especialmente na forma intravenosa, em pacientes com alguma
patologia hepdatica ndo ¢ contra indicada, mas deve ser realizada com cautela (HUMBLE; EYKYN;
PHILLIPS, 1980). No caso da administragdio em recém-nascidos, um cuidado maior deve ser
tomado, principalmente se forem prematuros ou apresentarem ictericia e/ou acidose (BRODERSEN,
1985).

No tratamento de conjuntivite bacteriana pode ocorrer ardéncia nos olhos, mas, este efeito foi

pouco relatado (ADENIS et al., 1989), assim como granulocitopenia (EVANS, 1988; REVELL;
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NICHOLSON; PEARSON, 1988), leucopenia e trombocitopenia (LEIBOWITZ et al., 1991). No
tratamento de infecgdes de tecidos moles e da pele, o AF apresenta baixa incidéncia de reagdes
adversas, em relacdo a outras terapias antibacterianas topicas e sist€émicas (LONG, 2008). A maioria
dos seus efeitos adversos sao geralmente transitorios € ndo requerem a descontinuacao do tratamento
(CHRISTIANSEN, 1999). Além disso, ¢ considerado hipoalergénico (GONTIJO; PEREIRA;
SILVA, 2003).

As reagdes na pele, incluindo aparecimento de prurido, exantemas e ressecamento, sao
incomuns (HOGAN, 1988; ROMAGUERA; GRIMALT, 1985), mas podem acometer pacientes
hipersensiveis. Sabe-se também que este antimicrobiano € contraindicado em infecgdes cutaneas
causadas por virus ou fungos (KOROLKOVAS, 2010).

Na bula do AF na forma farmacéutica de creme dermatologico, a classificagao e a intensidade
das reagdes adversas sdo divididas por sistemas:

v’ Sistema imunoldgico e nos olhos: as reagdes sdo raras (>1/10.000 e < 1/1.000), mas, pode
ocorrer reagdo alérgica e irritagdo conjuntival, respectivamente;

v’ Pele e tecido subcutdneo: as rea¢des sdo incomuns (>1/1.000 e < 1/100), como por exemplo,
exantema de varios tipos (eritematoso, maculopapular e pustular), irritagdo da pele no local
da aplicagdo, incluindo dor, sensacao de queimacao, eritema, prurido, dermatite de contato.
As reagoes de urticaria, edema angioneurdtico (inchago subcutaneo), eczema (inflamagdo
aguda ou cronica da pele), edema periorbital (inchago proximo aos olhos) ainda apresentam

frequéncia e intensidade desconhecidas (VERUTEX, 2011).

3.2.5 Resisténcia bacteriana
A resisténcia bacteriana é definida como a insensibilidade da bactéria a acdo dos
antibacterianos (TAVARES, 2000; WRIGHT, 2007), e ¢ classificada como um fendmeno genético,
relacionado a existéncia de genes contidos no micro-organismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos, impedindo assim, a ac¢do das substincias ativas. Entre os diferentes
mecanismos, incluem a destrui¢do da substincia ativa, inativag¢do e alteracdo do alvo na enzima
bacteriana, ou alteracdo de um estado fisiologico da propria bactéria (TAVARES, 2000; WALSH,
2000).
Estudos apontam que a resisténcia bacteriana esta sendo considerada como um dos riscos mais
graves para a saude publica (SILVA, 2012), e isso ocorre devido ao descaso da populacdo com a
dosagem e o tempo de duracao do tratamento, automedicagdo, prescricao desnecessaria por parte dos

profissionais da area saude, descarte inadequado, utilizagdo na producdo agropecuaria e facilidade de
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aquisicdo em farmdcias e drogarias (NICOLINI et al., 2008; TAVARES, 2000), mesmo apos a
RDC 44, publicada em 26 de outubro de 2010, pela Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitéria
(ANVISA, 2010), que proibe a venda dos antibidticos sem a retengdo da prescricdo médica.

Segundo pesquisas, a resisténcia bacteriana impde sérias limitagdes aos pesquisadores e as
opcdes de tratamento, o que torna as infecgdes mais dispendiosas economicamente e mais dificeis de
serem controladas (BY ARUGABA, 2004; SHEARS, 2001). As doengas infecciosas sdo a causa da
maior parte de mortalidade no mundo, ¢ o aumento da resisténcia de alguns micro-organismos Gram-
positivos, ¢ preocupante. Este aumento tem sido observado principalmente no ambiente hospitalar, e
a bactéria mais comumente envolvida é o Staphylococcus aureus (BADDOUR; ABUELKHEIR;
FATANI, 2006).

O Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva, oportunista, frequentemente
encontrada na pele e nas fossas nasais de individuos saudaveis. No entanto, pode provocar patologias
que vao desde uma simples infecgdo (espinhas, furunculos), até infeccdes mais graves, como € 0 caso
da pneumonia, meningite, peritonite, endocardite, infec¢des O0sseas e sindrome do choque toxico
(SANTOS et al., 2007). O grau de severidade dos sintomas apresentados pelo paciente, se deve aos
diferentes tipos de toxinas e enzimas produzidas pela bactéria, que induzem respostas imunes
diferenciadas (IWATSUKI et al., 2006).

Apesar de a penicilina ter sido bastante eficiente nos tratamentos, em 1944, foi constatado que
algumas cepas de Staphylococcus aureus isoladas de material clinico, mostravam-se resistentes a
este antimicrobiano, devido a produgdo da penicilinase (TAVARES, 2000). Em 1960, com o uso das
penicilinas semissintéticas, como a meticilina, que ndo eram suscetiveis a a¢do das penicilinases,
surgiram as cepas MRSA, cuja resisténcia se estendeu a outros antimicrobianos f-lactamicos (VOSS
etal., 1994).

Posteriormente, surgiram também cepas de Staphylococcus aureus resistentes a vancomicina
(VRSA), aos glicopeptideos (SOUZA; REIS; PIMENTA, 2005), aos antimicrobianos da classe dos
macrolideos (SCHMITZ et al., 2000) e fluoroquinolonas (KOTLUS et al., 2006).

Desde o inicio do aparecimento das cepas resistentes, ocorreu uma drastica reducdo na
identificacdo e introdugdo de novos prototipos antibioticos na terapia clinica (LOPES, 2009), com
consequente aumento no interesse da utilizacdo de antimicrobianos antigos, como foi o caso do AF
(BERGEN et al., 2012).

A resisténcia in vitro ao AF foi verificada em 1984 (GUENTHNER; WENZEL, 1984) ¢
manteve-se em niveis extremamente baixos, mesmo sendo amplamente utilizado em varios paises

europeus, na Austrdlia e no Canada (CHEN et al., 2010). Além disso, o firmaco ndo apresenta
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resisténcia cruzada com outros antimicrobianos utilizados na pratica clinica (B-lactamicos,
aminoglicosideos ¢ macrolideos), provavelmente por apresentar estrutura quimica muito diferente
destas classes de antimicrobianos (GONTIJO; PEREIRA; SILVA, 2003). Levantamentos
demonstraram também que o AF manteve atividade constante contra as cepas multirresistentes
(PFALLER et al., 2010), ao contrario de antimicrobianos mais recentes e de amplo espectro como a
linezolida (TOH et al., 2007) e a daptomicina (YANG et al., 2010).

Apesar disso, o combate a resisténcia bacteriana exige investimentos em pesquisas cientificas
que visem a descoberta de novos farmacos, destinados ao tratamento especifico dessas bactérias
multirresistentes (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; LIVERMORE, 2004; WISE;
PIDDOCK, 2010), bem como medidas complementares, que devem ser assumidas pelas autoridades
e agentes da satde, no que diz respeito a orientagdo e conscientizacdo dos pacientes em relagao ao

uso racional dos antibacterianos (TAVARES, 2000).

3.2.6 Métodos analiticos

Estudos cientificos envolvendo o desenvolvimento de novos métodos analiticos, bem como a
otimizacdo e validacdo de métodos ja descritos na literatura, sdo fundamentais para garantir a
qualidade do produto comercializado. Nesse sentido, algumas técnicas tem sido desenvolvidas para a
determinac¢ao do AF em fluidos bioldgicos e diferentes formas farmacéuticas.

O AF e o fusidato de sodio (FS) nas formas farmacéuticas de cépsula e pomada, foram
determinados por meio da espectrofotometria na regido UV, por primeira derivada, utilizando
comprimento de onda de 208 nm (HASSAN; AMER; AMER, 1987). Outros estudos
espectrofotométricos também foram desenvolvidos para identificacdo do AF na forma farmacéutica
de suspensao oral (VLADIMIROV et al., 1995) e controle de processo de biossintese (SATAROVA
et al., 1989), por meio de reagdes denominadas reagdes de identificagdo ou reagdes colorimétricas,
realizadas na regido do visivel.

Morgan e colaboradores (2001) realizaram estudo por espectrometria de massas com
ionizacdo por eletrospray (ESI-MS) para a determinagdo e quantificacdo de 24 antimicrobianos em
fermentagdes, incluindo o AF. As quantificacdes foram realizadas por detec¢do das moléculas
protonadas, utilizando tempo programado de monitorizacdo de um tnico ion (SIM), sendo que o ion
detectado para o AF foi de +1056.

Estudo de ionizacao dissociativa do AF e de seus derivados com subsequente identificacao
dos produtos de degradagdo do fArmaco apds termdlise (30-250°C) foi desenvolvido pelo método de

espectrometria de massas (KLYUEV et al., 1980).
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Meétodo de espectrometria de absor¢do atomica também foi desenvolvido para determinar AF
em po a granel e na forma farmac€utica de creme dermatoldgico. Neste método, o farmaco foi
submetido a reagdo com nitrato de prata, acetato de cobre e cloreto de ferro, para a formagao de
complexos solidos (AL-SHAALAN, 2010).

Método do grau de ligacdo surfactante-corante foi realizado para a determinacdo do AF e FS
em comprimidos, pomadas e cremes. Esta andlise baseou-se na modificacdo do grau de ligacdo do
surfactante catidonico brometo de didodecildimetilamonio (DD ABr) com o corante anidonico comassie
blue G (CBBG), cuja formagao do composto DDABr-CBBG foi monitorada a partir de mudancas
nas caracteristicas espectrais do corante. A adigdo destes antimicrobianos, a partir de misturas
aquosas com DDABr-CBBG, causou diminui¢do no grau de liga¢do de corante—surfactante e
promoveu a forma¢do de DDABr—composto agregado. Como resultado, foi demonstrado que o
método Surfactant to dye binding degree (SDBD) apresentou vantagens em relagdo aos métodos
convencionais utilizados no CQ do AF e do FS, em termos de sensibilidade (detectou 0,6 mg/L),
seletividade, preparo da amostra, precisdo (desvios padrdo relativos — DPR de 1,5-2,0%), rapidez e
redugdo de custos (COSTI et al., 2005).

Meétodo por cromatografia em camada delgada (CCD) com detec¢do densitométrica em
240 nm foi realizado para determinagdo simultanea do AF, m, p-hidroxibenzoatos e butil-
hidroxianisol em pomada (KRZEK et al., 2006). A Farmacopeia Britanica (2010) e a Farmacopeia
Europeia (2010) também descrevem o método por CCD para identificacdo do AF.

Varios métodos por CLAE envolvendo analise do AF sdo encontrados na literatura (ANKAM
et al., 2010; BYRNE; VELASCO-TORRIJOSB; REINHARDT, 2014; GOSWAMI; GUPTA;
JOGIA, 2013; HIKAL, 1983; HIKAL; SHIBL; EL-HOOFY, 1982; HONG; RONG, 2012;
KOK-KHIANG; TZE-FUNG, 2000; NAWAZ et al., 2014; NIANFEN; YANDONG; MOOLING,
2009; RAHMAN; HOFFMAN, 1988; SHAIKH et al, 2009; SORENSE, 1988) e em compéndios
farmacopeicos (FARMACOPEIA BRITANICA, 2010; FARMACOPEIA EUROPEIA, 2010).

Outro estudo utilizando o método por CLAE foi desenvolvido para verificar a estabilidade
fisica e quimica do AF. Neste estudo, amostras do farmaco em combinacdo com a eritromicina €
metilprednisolona em infusdes intravenosas foram submetidas a congelamento e descongelamento
utilizando forno de micro-ondas durante 12 meses. Em todas as amostras, ndo houve nenhuma perda
significativa, de modo que as trés substincias foram estaveis nestas condi¢cdes analisadas (SEWELL;
PALMER, 1991).

Outros métodos analiticos também foram utilizados para estudar as caracteristicas fisicas e

quimicas do AF. Em 1962, Godtfredsen e Vangedal realizaram as primeiras andlises elementares
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para a caracterizagdo da estrutura quimica do farmaco, localizagdo dos seus grupos funcionais ¢ a
identificacdo de seus derivados, confirmados tanto pela estrutura quimica proposta, como pelo peso
equivalente obtido por titulacdo. Além disso, a estereoquimica do AF também comegou a ser
investigada. No entanto, apenas em 1965 que Godtfredsen, Von Daehne e Vangedal conseguiram
identificar uma estereoquimica absoluta para este farmaco. No ano seguinte, um outro estudo foi
realizado para avaliar as possiveis mudancas do AF e identificar quais as formas mais estaveis
(DIASSI et al., 1966).

Posteriormente, estudo para caracterizar as propriedades do AF no estado s6lido também foi
desenvolvido. A forma comercial do farmaco foi preparada utilizando diferentes solventes:
acetonitrila, ou mistura de alcool metilico e dgua (50:50, v/v), ou diclorometano. Os polimorfos
foram caracterizados utilizando difracao de raios—X (XRD), calorimetria exploratoria diferencial
(DSC), analise termogravimétrica (TGA), polarizing hot-stage microscopy (HSM) e taxa de
dissolucdo intrinseca (IDR). Estes testes forneceram evidéncias para a identificacdo e caracterizagcao
de dois polimorfos anteriormente ndo declarados para o AF (GILCHRIST; LETCHFORD; BURT,
2012).

Meétodo de separagdo eletroforética, para quantificagdo do AF administrado em combinagao
com outros antimicrobianos, foi descrito, com subsequente ensaio microbioldégico (CARLSTROM,
DORNBUSCH; HAGELBERG, 1977).

Alguns estudos descrevem a determinag¢do do percentual médio do AF por ensaio de difusdao
em agar (BARTOSHEVICH et al., 1976; HIKAL; SHIBL; HOOFY-EL, 1982; KANAZAWA;
KURAMATA, 1964; KOROLEVA, 1971). No entanto, nenhum método microbiolégico por
turbidimetria foi encontrado.

Os parametros utilizados nos métodos analiticos descritos na literatura e em compéndios

oficiais para a determinagdo do AF em diferentes matrizes estdo apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2— Métodos analiticos publicados na literatura para determinacao qualitativa e/ou quantitativa do AF em varias matrizes

(continua)
METODOS CONDICOES FARMACO(S)/MATRIZ REFERENCIAS
Difusao em agar Micro-organismo teste: Staphylococcus aureus 209P; meio AF em fluidos corporais KANAZAWA,;
de cultura: 4gar Mueller Hinton; placa de Petri: 85-90 mm,; KURAMATA, 1964
método: cup-plate
Difusao em agar ) : . . AF em soro de coelho, cdo, KOROLEVA, 1971
Micro-organismo teste: Corynebacterium xerosis 928
rato, cavalo e humano
Difusdo em agar ND' AF BARTOSHEVICH et al.,
automatizado 1976
Eletroforese e ensaio Electroforese: gel de agarose AF em soro CARLSTROM,;
microbiolégico Ensaio microbiolégico: ND” DORNBUSCH;
HAGELBERG, 1977
Espectrometria de massas ¢ Processos de fragmentacdo do AF e de alguns derivados, sob AF KLYUEV et al., 1980
analise térmica a acdo do impacto de elétrons e investigagao dos produtos da

sua  degradacao  térmica  (30-250°C),  utilizando
espectrometria de massa e derivatografia

CLAE e difusdo em agar AF em comprimido, HIKAL; SHIBL;

CLAE: faixa d tragdo: 50-1000 pg/mL
aixa ce coneentracao He suspensao ¢ pomada EL-HOOFY, 1982

Difusdo em 4agar: micro-organismo teste: Staphylococcus
aureus (ATCC 6571)
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Tabela 2— Métodos analiticos publicados na literatura para determinacao qualitativa e/ou quantitativa do AF em varias matrizes
(continuagao)

METODOS CONDICOES FARMACO(S)/MATRIZ REFERENCIAS

CLAE Coluna analitica (300 x 4 mm), preenchida com AF em plasma HIKAL, 1983
microparticulas de silica (Microporasil, Waters Associates);
FM: hexano, diclorometano ¢ alcool etilico (69:25:6, v/v/v);
vazdo: 1,8 mL/min; volume de injecdo: 80 pL; detecgdo:
254 nm; tg: 4,5 min

Espectrofotometria na Espectrofotometro Beckman DU7; comprimento de onda: AF e FS em capsula e HASSAN; AMER;
regido UV por primeira 228 nm; faixa de concentragdo: 3 a 40 ug/mL; solvente: pomada AMER, 1987
derivada solug¢do tampao borato pH 8,6

CLAE Coluna analitica (150 x 4,6 mm, 5 pm), preenchida AF em plasma RAHMAN; HOFFMAN,
cianopropil; FM: acetonitrila e di-hidrogenofosfato de sodio 1988
20 mM (39:61 v/v), pH 3,5 ajustado com &cido fosférico
85%; volume de inje¢do: 80 pL; vazdo: 1,0 mL/min;
deteccao: 204 nm; tg: = 8 min

CLAE Coluna analitica LiChrosorb RP C;3 - Merck, Darmstadt, AF em soro humano SORENSE, 1988
FR.G. (250 x 4 mm; 7 pum); pré-coluna (Waters Guarda-
PAKTM - Cig); FM: acetonitrila, alcool metilico e 4cido
fosférico 0,01 mol/L (50:20:30, v/v/v); vazdo: 3,0 mL/min;
volume de injegdo: 75 pL; detec¢do: 235 nm; tg: £ 5 min

Espectrofotometria na Reagdo do AF com uma mistura de anidrido acético e 4cido  AF: controle do processo de = SATAROVA etal., 1989
regido do Vis sulfurico concentrado (4:1, v/v); andlise em 585 nm, durante biossintese, isolamento e
dois minutos purificagao
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Tabela 2— Métodos analiticos publicados na literatura para determinacao qualitativa e/ou quantitativa do AF em varias matrizes

(continuagao)

METODOS

CONDICOES

FARMACO(S)/MATRIZ

REFERENCIAS

CLAE

Espectrofotometria na
regido do Vis

CLAE

ESI-MS

Coluna analitica (125 x 4,9 mm, 5 pum), ODS-2 (Phase
Separagdes, Clwyd, Reino Unido). No caso do AF:
FM: acetonitrila, 4cido pentanossulfonico 0,01 mol/L (70:30,
v/v), pH 3,0 ajustado com acido sulfirico 1 N; vazio: 1,0
mL/min; volume de injecdo: 20 pL; deteccdo: 215 nm

Reacdo do AF com o complexo 4cido acetilhidroxdmico-
Fe III; analise em 524 nm

Coluna analitica: Supelcosil L® Cg, pré-coluna (Upchurch
Scientific, Oak Harbour, WA); faixa de concentragao do AF:
0,3 a 1,2 mg/mL; FM: acetonitrila e hidrogeno-ortofosfato
dissédico 0,01 mol/L (70:30, v/v), pH 6,0 ajustado com
acido acético glacial; vazao: 1,0 mL/min; volume de injegdo:
20 pL; detecgao: 235 nm; tg: + 8 min

Deteccdo das moléculas protonadas em tempo programado
de monitorizagdo de um unico ion (SIM); potencial da
agulha: 3,5 kV; capilar aquecido: 200°C; dessolvatagao:
bainha de gis (taxa 300 L/h de vazdo); varredura:
quadrupolo; m/z: 0-1600; tempo de varredura de 1 s, ion
detectado para o AF: +1056

AF, eritromicina e
metilprednisolona em
infusdes intravenosas

AF em suspensdo ¢
FS em comprimido

AF e dipropionato de
betametasona em creme

AF e outros antimicrobianos
em fermentagoes

SEWELL; PALMER,
1991

VLADIMIROV et al.,
1995

KOK-KHIANG;
TZE-FUNG, 2000

MORGAN et al., 2001
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Tabela 2— Métodos analiticos publicados na literatura para determinacao qualitativa e/ou quantitativa do AF em varias matrizes

(continuagao)

METODOS

CONDICOES

FARMACO(S)/MATRIZ

REFERENCIAS

Me¢étodo do grau de ligagao
surfactante-corante

CCD com detecgao

densitométrica

CLAE

CLAE

Espectrometria de absor¢ao
atomica

Metrohm 794  Basic
espectrofotometro Metrohm 662 equipado com sonda de
imersdo; software: Metrohm TiNet 2.5 Light; recipiente de
titulacdo: Deward termostatizada por circulagdo de agua

Titulagdes: Titrino;  deteccao:

Placas de silica gel 60 Fis4 (10 x 10 cm); FM: n-hexano,
acetato de etila e acido acético glacial (60:30:10, v/v/v);
migrag¢do: 9 cm; densitometria: 240 nm

Coluna analitica: Diamonsil Cig (250 x 4,6 mm, 5 pm); FM:
acido fosforico 0,01 mol/L, acetonitrila e alcool metilico
(16:64:20, v/v/v); forno de 40°C;
1,0 mL/min; detec¢dao: 235 nm

coluna: vazao:

Coluna analitica: Symmetry Cg Waters” (150 x 3,9 mm,
5 um); faixa de concentracdo do AF: 200 a 600 ug/mL; FM:
solucdo tampao de acetato de amonio 1,5% e acetonitrila
(55:45, v/v), pH 3,8 ajustado com 4cido ortofosforico;
vazao: 1,0 mL/min; volume de injecao: 20 pL; detecgdo: 240
nm; tg: £ 5 min

Spectronic ~ Genesys®  UV/Vis; Winspec.
Shimadzu®; reagdo com nitrato de prata, acetato de cobre e
cloreto férrico, para a formag¢do de complexos solidos;
solvente: agua

software

AF e FS em comprimido,
pomada e creme

AF e m, p hidroxibenzoatos
em pomada

AF em emulsdo oftdlmica

AF, clorocresol, furoato de
mometasona em creme

AF em po6 a granel e
em creme

COSTI et al., 2005

KRZEK et al., 2006

NIANFEN; YANDONG;
MOOLING, 2009

SHAIKH et al., 2009

AL-SHAALAN, 2010
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Tabela 2— Métodos analiticos publicados na literatura para determinacao qualitativa e/ou quantitativa do AF em varias matrizes

(continuagao)

METODOS

CONDICOES

FARMACO(S)/MATRIZ REFERENCIAS

CLAE

CLAE ¢ CCD

CLAE

Coluna analitica: Zorbax SB-fenil (250 x 4,6 mm, 5 pm)
Agilent®; FM: tampao de trietilamina 0,1%, pH 2,0 ajustado
com acido ortofosforico; acetonitrila e alcool metilico
(40:35:25, v/v); vazdo: 1,5 mL/min; volume de injecgdo:
50 pL; forno de coluna: 30°C; detecgao: 240 nm; tg: 30 min

CLAE: Coluna analitica: Lichrospher 100 Cig (125 x 4 mm,
5 um); FM: é4lcool metilico, acido ortofosforico 0,05 mol/L e
acetonitrila (10:40:50, v/v/v); vazao 2,5 mL/min; volume de
injecao: 20 pL; detecgdo: 235 nm; tr: 3,5 min

CCD: silica gel Fasyg (Merck®); FM: alcool metilico, acido
acétido glacial, ciclohexano, cloroférmio (2,5:10:10:80,
v/v/v/v); aplicagdo de 10 pL, concentragdao de 4,0 mg/mL
(creme) e 2,0 mg/mL (colirio), placa de 12,5 c¢m; revelagdo:
luz a 254 nm

1) Coluna analitica: LiChrospher 100 Cis (125-150 mm x
4-5 mm, 5 pm); FM: alcool metilico, acido ortofosforico
1%, agua e acetonitrila (10:20:20:50, v/v/v/v); vazdo:
2,0 mL/min; volume de inje¢dao: 20 pL; detecgdo: 235 nm;
tr: 3,5 min

2) Coluna analitica: LiChrosorb C;3 (200 x 4,6 mm, 5 pm);
FM: élcool metilico, acido acético glacial 1% e acetonitrila
(10:30:60, v/v/v); vazao: 1,5 mL/min; volume de injecdo:
20 pL; detecgao: 235 nm; tg: 3,5 min

AF e halobetasol em creme, e  ANKAM et al., 2010
identificacdo de impurezas

AF em creme e colirio FARMACOPEIA

AF em suspensao

BRITANICA, 2010

FARMACOPEIA
BRITANICA, 2010
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Tabela 2— Métodos analiticos publicados na literatura para determinacao qualitativa e/ou quantitativa do AF em varias matrizes

(continuagao)
METODOS CONDICOES FARMACO(S)/MATRIZ REFERENCIAS
CLAE ¢ CCD CLAE: Coluna analitica: C;g (125-0,015 mm x 4-5 mm, AF FARMACOPEIA
5 um); FM: alcool metilico, solugdo de acido ortofosfato EUROPEIA, 2010
(10g/L), 4gua e acetonitrila (10:20:20:25, v/v/v/v); vazio:
2,0 mL/min; volume de inje¢do: 20 pL; deteccao: 235 nm;
tr: 3,5 min
CCD: silica gel Fysq; FM: élcool metilico, ciclohexano,
acido acétido glacial, cloroformio (2,5:10:10:80, v/v/v/v);
aplicacao de 10 puL; concentracdo de 2,0 mg/mL; placa de
12,5 cm; revelagdo: luz a 254 nm
DSC, TGA, IDR, XRD ¢ Caracterizagdo das propriedades do AF no estado solido. AF GILCHRIST;
HSM Preparacao das formas solidas: solvente transformacao LETCHFORD; BURT,
polimorfica: mistura de acetonitrilo e metanol: agua (50:50, 2012
v/v), ou recristalizacdo a partir do solvente diclorometano
CLAE Coluna analitica: C;3; FM: acido fosforico 0,05 mol/L, AF em creme HONG; RONG, 2012
acetonitrila e alcool metilico (40:50:10, v/v/v); detecgao:
239 nm
CLAE Coluna analitica: Zorbax CN Agilent® (250 x 4,6 mm, AF e halometasona em creme GOSWAMI; GUPTA;
5 um); concentragdo do AF: 500 ug/mL; FM: solvente A JOGIA, 2013

(tampao de fosfato 0,01 mol/L e 4cido fosférico 0,1%, pH
2,5 ajustado com solugdo de amoénia) e solvente B
(acetonitrila) - 50:50, v/v; vazao: 1,0 mL/min; forno de
coluna: 25°C; volume de injeg¢do: 10uL; detec¢do: 240 nm;
tr: = 18 min
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Tabela 2— Métodos analiticos publicados na literatura para determinacao qualitativa e/ou quantitativa do AF em varias matrizes

(final)
METODOS CONDICOES FARMACO(S)/MATRIZ REFERENCIAS

CLAE Coluna analitica: Ascentis Express Cig (100 x 3,0 mm), AF e betametasona -17 — BYRNE; VELASCO-

FM: mistura A e B: A. acetonitrila ¢ alcool metilico Valerato em creme TORRIJOSB;

(83:17, v/v). B. 10 g/L solugdo acido fosforico 85% em REINHARDT, 2014

agua; eluic¢do em gradiente; forno de coluna: 30°C;

vazdo: 0,75 mL/min; volume de inje¢do: 10 pL;

detec¢do: 240 nm; tg: £27 min
CLAE Coluna analitica: Medeterrane C;s (125 x 0,46 mm, AF a granel e em plasma NAWAZ et al., 2014

5 wum); FM: é&lcool metilico, acetonitrila e dacido humano
fosforico (10:60:30, v/v/v); vazdo: 1,7 mL/min; volume
de injecdo: 20 pL; detec¢do: 235 nm; tg: = 15 min

"ND: dados ndo disponiveis

AF: acido fusidico; ATCC: American Type Culture Collection; CCD: cromatografia em camada delgada; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia; DSC: calorimetria exploratoria
diferencial; ESI-MS: Espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray; FM: fase movel; FS: fusidato de sédio; HSM: Polarizing hot-stage microscopy; IDR: taxa de dissolugdo
intrinseca; TGA: analise termogravimétrica; tg: tempo de retencdo; UV: ultravioleta; Vis: visivel; XRD: difragdo de raios—X
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3.3 Validacao de métodos analiticos

A validacao ¢ um processo constante e dinamico, que fornece evidéncia objetiva de que o
método tem a capacidade de performance consistente em relagdo a sua aplicagao, ou seja, o0 método
deve ser adequado a finalidade pretendida. Por este motivo, a valida¢do garante por meio de estudos
experimentais, que o método atende as exigéncias das aplicagdes analiticas, possibilitando o
conhecimento das limitagdes, reprodutibilidade e da confiabilidade dos resultados (ANVISA,
2003a).

Apesar da existéncia de documentos que exigem a validagdo de métodos analiticos apos o
seu desenvolvimento, ainda ndo estd claro como estas validacdes devem ser executadas. E
importante esclarecer que as resolugdes sdo documentos com poder de lei, que devem ser
obedecidos, e os guias sdo recomendagdes vagas que possibilitam aos analistas a flexibilidade de
adapta-los de acordo com o método a ser utilizado, ou seja, sio documentos que sugerem uma linha
a ser seguida e sdo, portanto, abertos a interpretacao (FDA, 2012).

Os parametros analiticos também conhecidos como pardmetros de desempenho analitico
(EURACHEM, 2014; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002) devem ser selecionados com base
na inten¢ao do uso do método, em geral, podem ser avaliados os seguintes parametros: linearidade,
seletividade, precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria), limite de detec¢do (LD), limite de
quantificacao (LQ), exatidao e robustez.

A ANVISA (2003a) e a USP 37 (2014) classificam os métodos analiticos em 4 categorias e

os parametros analiticos requeridos em cada uma destas categorias se encontram na Tabela 3.

Categoria I — Testes quantitativos para a determina¢do do principio ativo em produtos
farmacéuticos ou matérias-primas.

Categoria II — Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagdo de impurezas e
produtos de degradacao em produtos farmacéuticos e matérias-primas.

Categoria III — Testes de performance (por exemplo: dissolugao, liberacao do ativo).

Categoria IV — Testes de identificagdo.
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Tabela 3— Ensaios necessarios para a validagao do método analitico segundo sua finalidade

. . Categoria II ] .
Parametro Categoria I — — Categoria II Categoria IV
Quantitativo Ensaio limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisi
feetsao por Sim Sim Nio Sim Nio
repetibilidade
. Precisz?}(’) . oo o Nio oo Nio
intermediaria
Limite de . . . ~
N Nao Nao Sim * Nao
detecgdo
Limite d
e e Nio Sim Nio * Nio
quantificacgo
Exatiddo Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

*Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.**Se houver comprovagao da
reprodutibilidade ndo € necessaria a comprovacao da precisdo intermediaria.

Fonte: ANVISA, 2003a

Os parametros analiticos tem sido definidos por varias organizacdes, entre elas, ANVISA

(2003a) e USP 37 (2014), no entanto, algumas destas defini¢des se diferem. Como tentativa de

harmonizar estas diferencas, representantes de industrias e agéncias reguladoras dos Estados Unidos,

Europa e Japao criaram o International Conference on Harmonisation - ICH (ICH, 1995).

3.3.1 Parametros de validacao

3.3.1.1 Linearidade e faixa linear de trabalho

A linearidade consiste na capacidade de um método em fornecer resultados diretamente

proporcionais a concentragdo do analito, dentro de uma determinada faixa de aplicacdo especificada

(ANVISA, 2003a; ICH, 1995; USP 37, 2014).

A correlagdo entre o sinal medido e a concentracdo da substincia a ser quantificada

raramente ¢ conhecida. Em geral, esta correlagdo ¢ determinada empiricamente a partir de sinais

medidos para concentragdes conhecidas da substancia de interesse (AUGUSTO; DE ANDRADE;

CUSTODIO, 2000). Essa relacio matemdtica ¢ expressa por uma equacdo de reta, conforme

demonstrado na Equacao 1.
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y=ax+b Equacdo 1

Em que:

vy = Sinal medido

x = Massa ou concentracdo da substancia a ser quantificada
a = Coeficiente angular da reta

b = Coeficiente linear da reta

A equacdo fornecida pela reta, denominada de curva analitica, demonstra a resposta do
método em fun¢do de uma quantidade conhecida do analito a ser quantificado (BARROS NETO;
PIMENTEL; ARAUJO, 2002).

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes da curva analitica a partir de um conjunto de
medi¢cdes experimentais pode ser efetuada utilizando o método matemdatico conhecido como
regressao linear. Além dos coeficientes de regressao a e b, também ¢ possivel calcular, a partir dos
pontos experimentais, o coeficiente de correlagdo - » (CUSTODIO; DE ANDRADE; AUGUSTO,
1997). O r expressa a relacdo de x e y na curva, na qual os valores ideais sdo 1 ou -1, ou seja, quanto
mais proximo da unidade, maior a probabilidade de existir uma relagdo linear definida. Este
pardmetro permite uma estimativa da qualidade da curva analitica obtida, pois quanto mais proximo
de 1, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais € menor a incerteza dos coeficientes de
regressao estimados. Um » maior que 0,999 ¢ considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos
dados para a linha de regressio (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2001; INMETRO,
2011). No Brasil, a ANVISA (2003a) recomenda que o 7 seja maior ou igual a 0,99 e o INMETRO
(2011) que seja maior que 0,90.

Em qualquer técnica instrumental, a relacdo linear descrita pela Equacao 1, s6 ¢ valida até
um determinado intervalo de massas ou concentracdes da substancia medida. Este intervalo, dentro
do qual se pode construir um curva analitica linear, ¢ denominado de faixa linear dindmica, ou faixa
linear de trabalho (AUGUSTO; DE ANDRADE; CUSTODIO, 2000).

Ainda que as causas para a perda da linearidade sejam caracteristicas de cada técnica, este ¢
um fendmeno que pode ocorrer com qualquer conjunto de dados. Assim, calculos dos coeficientes
de regressdo de uma curva analitica devem ser analisados, para verificar se todos os pontos a serem
utilizados estdo dentro da faixa dindmica correspondente. As diretrizes da ANVISA (2003a) e ICH

(2005) determinam um minimo de cinco niveis de concentragdo para um intervalo linear.
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3.3.1.2 Seletividade e especificidade

O termo seletividade ¢ frequentemente utilizado da mesma forma e com o mesmo significado
que o termo especificidade. O método que produz resposta para um Unico analito ¢ chamado de
especifico, ¢ um método que produz resposta para varios compostos quimicos, com uma
caracteristica em comum, pode ser chamado de seletivo (BRUCE; MINKKINEN; RIEKKOLA,
1998; HUBER, 1998). No sentido de que poucos métodos respondem a apenas um unico analito, o
termo seletividade pode ser considerado o mais apropriado (RIBANI et al., 2004).

A seletividade consiste em avaliar, de forma inequivoca, o(s) analito(s) na presenca de
compostos que podem interferir na sua determinagdo, tais como, outra substancia ativa, adjuvantes,
impurezas, produtos de degradagdo, e/ou outros compostos de propriedades similares (NATA, 1997;
USP 37, 2014), garantindo que a quantificacdo seja exclusivamente do(s) analito(s) de interesse.
Entender os diferentes mecanismos que podem causar essas interferéncias fornece conhecimento
necessario para solucionar os problemas que podem vir a ocorrer durante as analises (RIBANI et al.,
2004).

A seletividade de um método pode ser avaliada de varias maneiras:

v" Comparac¢io dos resultados contendo a matriz isenta do analito (placebo), com o resultado da
matriz contendo o analito (produto acabado). Quando nao for possivel obter o placebo, o
método de adicdo de analito no produto acabado também pode ser avaliado. Neste caso, ¢
construida uma curva analitica com adi¢do do analito no produto acabado e outra contendo
apenas o analito em solucdo. Os resultados destas duas curvas e seus coeficientes sdo entdo
representados em um mesmo grafico em fungao da concentra¢do do analito adicionado.

v Avaliagdo por meio da utilizagdo de detectores DAD e/ou espectrometros de massas, que
permitem a comparagdo do espectro do composto separado com o do analito puro.

v Avaliagdo da interferéncia dos produtos de degradagdo do analito. Quando ndo se dispde de
impurezas de referéncia, tanto pela auséncia como pelo custo elevado, € preciso expor de
modo intencional o farmaco a condi¢des extremas, como calor (50 ou 60°C), acido (HCI),
base (NaOH), oxidag¢ao (H,03), radia¢do por UV/Vis ou luz fluorescente.

v" Realizagdo de outra andlise utilizando uma técnica cromatografica, ou uma técnica que seja
especifica para verificar a estrutura do analito, como por exemplo, espectrometria de massas,
ressonancia magnética nuclear, espectroscopia na regido do infravermelho ou bioensaios

especificos, apds coleta do(s) analito(s) de interesse.
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Testes de especificidade, por sua vez, necessitam de uma pesquisa muito mais cautelosa e de
conhecimento especifico na area da aplicagdo, para que se encontrem todos ou a maioria dos
componentes que precisam ser testados. Sendo assim, o analito, a matriz com ou sem analito,
matérias-primas utilizadas no processo, subprodutos, produtos de degradacdo, metabolitos e
reagentes em branco devem ser rigorosamente analisados. Apds assegurada a seletividade e/ou

especificidade de um método, os demais pardmetros analiticos devem ser avaliados no processo de

validacao (ICH, 1995; SHABIR, 2003; VESSMAN et al., 2001).

3.3.1.3 Precisao

A precisdo ¢ a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas
(ANVISA, 2003a), e representa a dispersao dos resultados entre ensaios independentes, repetidos, de
uma mesma amostra, sob condi¢des definidas. A precisdo ¢ analisada em funcdo do desvio
observado entre os resultados ou desvio dos resultados em relagdo a sua média. Tal desvio pode ser
expresso através do intervalo de confianca da média, que ¢ uma faixa de valores dentro da qual
existe uma determinada probabilidade de se encontrar um certo valor de uma variavel continua
(ICH, 2005; THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

Em geral, métodos que quantificam compostos em quantidades relativamente consideraveis
requerem um DPR de 1 — 2% (RIBANI et al., 2004). Embora, o critério de aceitabilidade da
precisdo recomendado pela ANVISA (2003a) ¢ de que o DPR seja igual ou inferior a 5% para
métodos analiticos e 15% para métodos microbioldgicos.

A precisao de um método pode ser considerada em trés niveis diferentes: repetibilidade,
precisdo intermediaria e reprodutibilidade (ANVISA, 2003 a).

A repetibilidade do método, também conhecida como precisdo intra corrida ou intra dia ou
intra ensaios, representa a concordancia entre os resultados de medi¢des sucessivas de um mesmo
método para uma determinada amostra, efetuadas sob as mesmas condi¢cdes de medigdo (mesmo
procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento, mesmo local) realizadas em um curto intervalo
de tempo (ANVISA, 2003a; FDA, 2012; ICH, 2005). Essas medi¢oes devem ser realizadas com a
mesma amostra, mas de massas independentes, ou seja, preparacdes individualizadas (GREEN,
1996; SHABIR, 2003). Nesse sentido, ndo se deve confundir repetibilidade com precisdo
instrumental, em que avalia-se a média e DPR das respostas observadas (ICH, 1995).

A precisdo intermedidria, também conhecida como precisdo inter corrida ou inter dias ou
inter ensaios, indica a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias

diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes (ANVISA, 2003a; FDA, 2012;
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ICH, 2005). Este tipo de precisdo ¢ reconhecida como a mais representativa da variabilidade dos
resultados em um Unico laboratorio e, como tal, mais aconselhavel de ser adotada, porém é menos
eficiente quando comparada com os estudos de reprodutibilidade (RIBANTI et al., 2004).

A reprodutibilidade consiste em estudos em colaboracdo com outros laboratorios, em que a
analise ¢ realizada nas mesmas condigdes, no entanto, em laboratorios diferentes, com equipamentos

e instrumentos também diferentes (ANVISA, 2003a; ICH, 2005; INMETRO, 2011).

3.3.1.4 Limite de deteccao

O LD representa a menor concentragdo da substancia em andlise que pode ser detectada, mas
ndo necessariamente quantificada (ANVISA, 2003a; CURRIE, 1999; FDA, 2012; ICH, 2005;
THOMPSON; ELLISON; WOOD, 2002).

De acordo com a ANVISA (2003a) e o ICH (2005), o LD pode ser determinado por varias
maneiras, dependendo do procedimento utilizado, se este ¢ um método instrumental (CLAE,
cromatografia gasosa, absor¢ao atdmica) ou ndo instrumental (CCD, titulagdo, comparacdo de cor):

v Com base na avaliagdo visual: esta analise pode ser realizada tanto para métodos
instrumentais ou ndo-instrumentais. O LD ¢ geralmente determinado por meio da analise
de amostras com concentragdes conhecidas de analito e estabelecendo o nivel minimo ao
qual a substancia a analisar pode ser detectada com confiabilidade, ou seja, o menor valor
de concentragdo capaz de produzir o efeito esperado.

v' Com base no sinal-ruido: esta analise s6 pode ser aplicada a procedimentos analiticos
que apresentam ruido na linha de base. Determinacao da razado sinal-ruido ¢ realizada
comparando os sinais medidos a partir de amostras conhecidas com baixas concentracdes
da substincia a analisar com aqueles das amostras em branco a qual ¢ estabelecido a
concentragdo minima em que a substancia a analisar pode ser detectada com
confiabilidade. Uma razdo sinal-ruido entre 3 ou 2:1 ¢ geralmente considerada aceitavel
para estimar o LD.

v' Com base no desvio padrdo (DP) do intercepto e da inclina¢do da curva analitica: nesta

analise, o LD pode ser expresso por meio da Equacao 2.
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_3,30
T IC

LD Equacgdo 2

Em que:
LD = Limite de deteccao
o = Desvio padrdo do intercepto/resposta (b)

IC = Inclinacdo da curva analitica (a)

A inclinag@o da curva analitica pode ser calculada a partir da curva analitica da substancia a

ser analisada e a estimativa do ¢ pode ser realizada por varias maneiras:

v Com base no DP do branco: a medigdo da resposta analitica ¢ realizada por meio da
analise de um nimero adequado de amostras do branco e do calculo do DP destas
respostas.

v Com base na curva analitica: uma curva analitica especifica deve ser construida
utilizando amostras contendo a substincia a analisar na faixa do LD. O DP da linha de
regressao ou o DP das intercep¢des das linhas de regressao podem ser utilizados como o

DP no célculo.

3.3.1.5 Limite de quantificacido

O LQ representa a menor concentracdo da substancia em andlise que pode ser medida, com
confiabilidade, ou seja, que possa ser quantificada com precisdo e exatidao aceitaveis (ANVISA,
2003a; CURRIE, 1999; FDA, 2012; ICH, 2005; THOMPSON; ELLISON; WOOQOD, 2002).

Isto significa que, quando decresce o nivel de concentragdo do LQ, o resultado torna-se
menos preciso. Se houver a necessidade de uma maior precisao, uma concentragcdo maior devera ser
registrada para o LQ (CURRIE, 1999). Assim como o LD, varias maneiras podem ser utilizadas para
a determinagdo do LQ, dependendo se o procedimento ¢ instrumental ou nao-instrumental
(ANVISA, 2003a; ICH, 2005):

v Com base na avaliagdo visual: esta analise pode ser realizada tanto para métodos
instrumentais ou ndo-instrumentais. O LQ ¢ geralmente determinado por meio da anélise
de amostras com concentragdes conhecidas de analito e estabelecendo o nivel minimo ao
qual a substancia a analisar pode ser quantificada com exatiddo e precisao aceitaveis.

v Com base na aproximag¢do do sinal-ruido: esta andlise s6 pode ser aplicada a
procedimentos analiticos que apresentam ruido na linha de base. Determinagdo da razdo

sinal-ruido ¢ realizada comparando os sinais medidos a partir de amostras conhecidas

Mariane Machado Curbete



54
Revisdo da literatura

com baixas concentra¢des da substancia a analisar com aqueles das amostras em branco,
na qual ¢ estabelecida a concentracdo minima em que a substancia a analisar pode ser
quantificada de forma confiavel. Uma razao sinal-ruido aceitavel ¢ de 10:1.

v' Com base no DP do intercepto e da inclina¢do da curva analitica: nesta analise o LQ

pode ser expresso por meio da Equagao 3.

_100

LO = — Equagdo 3
Q IC

Em que:
LQ = Limite de quantificagao
o = Desvio padrdo do intercepto/resposta (b)

IC = Inclinacdo da curva analitica (a)

A inclinagdo da curva analitica pode ser calculada a partir da curva analitica da substancia a

ser analisada, e a estimativa do ¢ pode ser realizada por varias maneiras:

v' Com base no DP do branco: a medi¢ao da resposta analitica ¢ realizada por meio da
analise de um numero adequado de amostras do branco ¢ do calculo do DP destas
respostas.

v Com base na curva analitica: uma curva analitica especifica deve ser construida
utilizando amostras contendo a substancia a analisar na faixa do LQ. O DP da linha de
regressao ou o DP das intercepg¢des das linhas de regressdo podem ser utilizados como o

DP no calculo.

O LQ ¢ um parametro determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas,
produtos de degradacio em firmacos e produtos de degradacio em formas farmacéuticas. E
expresso como concentracdo do analito, como por exemplo, porcentagem p/p ou p/v, partes por

milhdo, na amostra em analise (ANVISA, 2003a).

3.3.1.6 Exatidao

A exatiddo consiste na proximidade dos resultados obtidos pelo método analitico em estudo
em relagdo ao valor considerado verdadeiro (ANVISA, 2003a; FDA, 2012; ICH, 2005). Para este
ensaio, devem ser realizados um minimo de nove determinagdes envolvendo trés diferentes niveis de

concentracao (ANVISA, 2003a; ICH, 2005).
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Segundo ANVISA (2003a) e o ICH (2005), este parametro pode ser determinado por
diversas maneiras, dependo da natureza da amostra a ser analisada:

v Farmaco: pode-se aplicar o método analitico proposto para andlise de uma substancia de
pureza conhecida (padrdo de referéncia), ou comparar os resultados obtidos com aqueles
resultantes de um segundo método bem caracterizado, cuja exatiddo tenha sido anteriormente
estabelecida, ou ainda, a exatiddo pode ser deduzida, uma vez que a precisdo, linearidade e
especificidade do método tenham sido estabelecidas.

v Forma farmacéutica: ¢ possivel determinar a exatiddo pela analise de uma amostra, na qual
adiciona-se quantidade conhecida do firmaco (padriao de referéncia) a uma mistura dos
componentes do medicamento (placebo contaminado). Aceita-se também a analise pelo
método de adi¢do de padrao, no qual adicionam-se quantidades conhecidas do farmaco
(padrao de referéncia) ao medicamento, denominado método de enriquecimento. A exatidao
pode ser deduzida, uma vez que a precisao, linearidade e especificidade do método tenham
sido estabelecidos.

v Impurezas: a exatidao pode ser determinada pelo método de adi¢do de padrdo, no qual
adicionam-se quantidades conhecidas de impurezas e/ou produtos de degradacao ao
medicamento ou ao firmaco. No caso da indisponibilidade de amostras de certas impurezas
e/ou produtos de degradacdo, aceita-se a comparagdo dos resultados obtidos com um
segundo método bem caracterizado, como metodologia farmacopeica ou outro procedimento
analitico validado. A exatiddo ¢ calculada como porcentagem de recuperagdo da quantidade
conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca percentual entre as médias e

o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de confianca.

Independente do processo utilizado, a exatidio de um método deve ser expressa pela relagao
entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a concentragdo tedrica correspondente
(ANVISA, 2003a; ICH, 2005). Como critério de aceitabilidade, o resultado final deve ser proximo
ao valor verdadeiro (100%), sendo que uma pequena faixa de variagdo pode ser aceita, devido ao

erro analitico inerente ao método.

3.3.1.7 Robustez
A robustez ¢ um parametro utilizado para verificar a capacidade de um método em
permanecer inalterado frente a pequenas e deliberadas variagdes nas condigdes analiticas, ou seja,

tem como finalidade indicar sua confiabilidade durante a realizagdo das analises (ANVISA, 2003a;

ICH, 2005).
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Nesse sentido, durante o desenvolvimento de métodos, algumas variagdes nos parametros
considerados criticos e passiveis de erros devem ser realizadas, a fim de monitorar ¢ avaliar o
comportamento do método, no entanto, estas variacdes dependem do tipo de procedimento em
estudo. A Tabela 4 relaciona os principais pardmetros que podem resultar em variacao da resposta
do método (ANVISA, 2003a; ICH, 2005).

Por meio desta analise, também ¢é possivel determinar as condigdes que necessitam de um
controle mais rigoroso, sendo que recomendacdes de prudéncia sio fundamentais e devem ser
incluidas aos procedimentos de execucdo do ensaio. Dessa forma, o método vai ser considerado
robusto quando as alteracdes testadas ndo produzirem mudancas significativas nos resultados finais

(ANVISA, 2003a; ICH, 2005).

Tabela 4- Fatores que devem ser considerados na determinag¢ao da robustez do método analitico

Estabilidade das solugdes analiticas
Preparo da amostra
Tempo de extracao

Varia¢do do pH da solucao
Espectrofotometria Temperatura
Diferentes fabricantes de solventes

Variacdo do pH da FM

Diferentes lotes ou fabricantes de coluna analiticas
Cromatografia liquida
Temperatura

Vazdao da FM

Diferentes lotes ou fabricantes de coluna analiticas
Cromatografia gasosa  Temperatura

Velocidade do gas de arraste

Fonte: ANVISA, 2003a
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4 ASPECTOS GERAIS

4.1 Descricao geral do acido fusidico

Nome: Acido fusidico - AF

Nome quimico: ent-(177)-16a-(acetyloxy)-3f,11B-dihydroxy-48,8,14-trimethyl-18-nor-5f3,10a-
cholesta-17(20),24-dien-21-oic acid hemihydrate (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2010)

CAS: 6990-06-3

Formula molecular: C3;Hs306, '/;H,O (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2010)

Peso molecular: 516,71 g/mol (O’NEIL, 2006)

pKa: 5,7 (ANKAM, 2010; TURNIDGE, 1999)

Propriedades fisico-quimicas: Apresenta-se na forma de pd branco, pouco higroscopico. E
praticamente insoluvel em agua (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2010; O’NEIL, 2006), éter, hexano
(O’NEIL, 2006) e facilmente soluvel em alcool etilico 96% (FARMACOPEIA EUROPEIA, 2010;
ANKAM, 2010), acetona, cloroféormio, piridina, dioxano (O’NEIL, 2006) e acetonitrila (ANKAM
etal., 2010)

Categoria: Antibacteriano (FARMACOPEIA BRITANICA, 2010) ou antimicrobiano (ANVISA,
2010; FARMACOPEIA EUROPEIA, 2010)

4.2 Substancia quimica de referéncia
A SQR utilizada foi adquirida comercialmente pela empresa Sigma-Aldrich Brasil Ltda, com

teor declarado de 100% (Lote: SLBC4119V, prazo de validade: 12 de agosto de 2015).

4.3 Produto acabado
Foram utilizadas amostras de creme dermatoldgico (20 mg/g) em bisnagas de 15 g,
comercializadas com o nome de Verutex”, teor rotulado de 2% (Lote: EG5696, data de fabricagdo:
27 de agosto de 2012, data de validade: 27 de agosto de 2015). Verutex® creme contém em sua
formulacdo acido fusidico e os adjuvantes acido cloridrico, alcool cetilico, butil-hidroxianisol,
glicerol, petrolato branco, polissorbato 60, petolato liquido, sorbato de potassio e agua purificada.
Estas amostras foram doadas gentilmente pela indastria LEO Pharma Ltda de Itapevi-SP,

mas produzidas pela industria LEO Pharma Ltda em Dublin, na Irlanda.
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5 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS

5.1 Métodos
A SQR e o produto acabado, descritos nos itens 4.2 e 4.3, respectivamente, foram avaliados

visualmente em relagdo ao aspecto, cor e odor.

5.2 Resultados e discussio

A SQR apresentou-se sob a forma de pd branco e inodoro, conforme descrito na
Farmacopeia Europeia (2010) e laudo do fabricante (Sigma-Aldrich Brasil Ltda).

As amostras do produto acabado apresentaram-se sob a forma de creme, com odor
caracteristico, conforme descrito na Farmacopeia Britanica (2010) e laudo do fabricante (LEO

Pharma Ltda).
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6 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS

6.1 Material e método
6.1.1 Determinacgéo da faixa de fusdo da substincia quimica de referéncia

A faixa de fusdo do AF SQR foi determinada pelo método do capilar, utilizando taxa de
aquecimento de 1,0°C por minuto, até a completa fusdo do farmaco. Neste ensaio, a SQR foi
introduzida e compactada até aproximadamente 5 mm de altura, em tubo capilar fechado com
1,6 mm de espessura ¢ 7,5 cm de comprimento (Satelit™), e inserida verticalmente no equipamento

Stuart Scientific SMP3 (Staffordshire®).

6.1.2 Determinagio do pH do produto acabado
Nesta analise, foi utilizado o peagdmetro modelo B474 (Micronal®™) previamente calibrado
com solucdes de referéncia (pH 4,0 e pH 7,0). Apos calibracdo, o pH foi determinado diretamente

no creme dermatologico, conforme recomendado na Farmacopeia Britanica (2010).

6.1.3 Determinacio da densidade do produto acabado

A determinacdo da densidade relativa (D,;) da formulagdo de creme dermatologico foi
realizada por picnometria, conforme descrito na Farmacopeia Brasileira (2010). As pesagens foram
realizadas utilizando a balanca semi-analitica modelo B160 (Micronal®) e picnémetro de vidro de

10 mL. O valor da D, foi obtido apds a realiza¢do do calculo demonstrado na Equacao 4.

D, = Mp—M, Equacdo 4
M, — M,

Em que:

D= Densidade relativa

M,= Massa do picndmetro com produto acabado

M,= Massa do picnémetro vazio

M,= Massa do picndmetro com agua

6.1.4 Determinacio da viscosidade do produto acabado
A viscosidade da formulacdo de creme dermatoldgico foi determinada por reologia,

utilizando redometro AR2000ex da TA Instrument, sensor do tipo placa-placa de 40 mm (Serial
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Number: 930732), no Instituto de Quimica de Araraquara - UNESP, Departamento de Fisico
Quimica, laboratorio do Prof. Dr. Celso Valentim Santilli e da Prof*. Dr*. Sandra Helena Pulcinelli.
A taxa de cisalhamento foi de 0-100 s para curva ascendente e de 100-0 s™' para curva
descendente, ambas analisadas por um periodo de 120 segundos. Todos os ensaios foram realizados
a temperatura controlada (25 + 1° C), em triplicata. Os graficos foram plotados no software

Origin 7.0.

6.2 Resultados e discussdes
6.2.1 Determinacio da faixa de fusdo da substiancia quimica de referéncia

A faixa de fusdo de uma determinada substancia consiste na temperatura inicial e final em
que esta se fluidifica, evidenciado pelo desaparecimento da fase solida (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). Esta andlise foi determinada visualmente, em triplicata, e os resultados

obtidos no inicio e final de cada fusdo do AF SQR encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5- Faixa de fusdo obtida para as amostras do AF SQR

Ensaio Inicio da Final da
fusao (°C) fusao (°C)
1 190,8 192,2
2 191,2 192,7
3 191,9 193,6
Média 191,6 192,8
DP 0,49 0,71
DPR (%) 0,26 0,37

DP: desvio padrao; DPR: desvio padrdo relativo

Nos compéndios oficiais (FARMACOPEIA BRITANICA, 2010; FARMACOPEIA
EUROPEIA, 2010), a faixa de fusao do AF ndo ¢ apresentada. No entanto, no Merck Index, a faixa
de fusdo especificada para do farmaco ¢ de 192-193°C (O’NEIL 2006). O inicio da fusdo do AF
SQR foi visualizado em torno de 191,6°C, e a sua fusdo completa foi observada em 192,8°C, o que
corrobora com o valor descrito na literatura e evidencia a pureza da matéria-prima adquirida
comercialmente.

A determinagdo da faixa de fusdo ¢ um método simples, econdmico e rapido, que pode ser
empregada na caracterizagdo ou indicagdo do grau de pureza de um composto. Sabe-se que a

presenca de impurezas, mesmo em pequena quantidade na amostra, pode alargar a faixa de fusdo,
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promovendo diminui¢do da temperatura do inicio da fusdo, comparada com a temperatura
determinada para a substancia pura. Isso ocorre por que as interagdes intermoleculares entre a
substancia pura e as impurezas sdo mais fracas que as interacdes entre as moléculas da propria

substancia pura (CONSTANTINO; SILVA; DONATE, 2014).

6.2.2 Determinac¢io do pH do produto acabado

A determinagdo do pH ¢ realizada por potenciometria, na qual mede-se a diferencga potencial
entre dois eletrodos — o de referéncia e o de medida, imersos na amostra a ser analisada. Este tipo de
medida € verificada de forma facil e rapida, e depende da atividade dos ions de hidrogénio na
amostra (ANVISA, 2000).

O pH determinado para o produto acabado foi de 5,35. O resultado obtido nesta analise
encontra-se de acordo com as especificagcdes da Farmacopeia Britanica (2010), que estabelece a

faixa de pH entre 4,5 a 6,0 para o AF na forma farmacéutica de creme dermatologico.

6.2.3 Determinac¢io da densidade do produto acabado

A determinacdo da D, de uma substancia baseia-se na razao entre a densidade (relagao entre
massa e volume) de uma dada amostra e a densidade de uma substincia de referéncia, na qual foi
utilizado a agua. Esta analise pode ser realizada por meio da utilizagdo de picnometro, balanca
hidrostatica ou densimetro (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A D, da formula¢do de creme

dermatoldgico, foi realizada por picnometria, cujo valor calculado foi de 0,9349 g/mL.

6.2.4 Determinacio da viscosidade do produto acabado

A viscosidade consiste em medir a resisténcia de um material ao fluxo por meio da friccdo ou
do tempo de escoamento. Este parametro depende das caracteristicas fisico-quimicas e das
condigdes de temperatura do material, e pode ser realizada por varios métodos. Os mais frequentes
utilizam viscosimetros rotativos, de orificio e capilares (ANVISA, 2000). No entanto, dependendo
da quantidade e da consisténcia da amostra, a viscosidade também pode ser determinada por
redmetro.

A viscosidade aparente minima da formulacdo de creme dermatologico foi determinada por
meio do maior ponto da taxa de cisalhamento, cujo valor foi de 2,59. A curva da viscosidade em

funcdo da taxa de cisalhamento esté representada na Figura 2.
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Figura 2- Curva da viscosidade em fungdo da taxa de cisalhamento do produto acabado
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Esta analise além de avaliar a consisténcia das emulsdes, pode estabelecer um parametro de
referéncia para verificar sua estabilidade (WILKINSON; MOORE, 1990) e/ou sua contaminagdo
microbiologica (PINTO, KANEKO; PINTO, 2010), pois a viscosidade de uma dada formulacao
pode ser alterada em resposta a presenga de diferentes compostos. Dessa forma, a determinagdo da

viscosidade ¢ considerada como pardmetro importante no CQ de formulagdes semissolidas.
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7 DETERMINACAO DO PESO MEDIO DO PRODUTO ACABADO

7.1 Material e método

Em balanca analitica, modelo H10 (Mettler Toledo®), foram pesadas individualmente 10
bisnagas de creme (15 g cada). Em seguida, os contetidos foram removidos e as embalagens foram
lavadas com 4gua e alcool etilico absoluto (Qhemis®™). Apés a total secagem das bisnagas a
temperatura ambiente, as embalagens foram novamente pesadas, juntamente com as respectivas
partes que foram cortadas para a remogao total do conteido. O contetido das bisnagas foi colocado
em recipiente, protegido da luz e armazenado em temperatura adequada (15 e 30°C), conforme
orientacdo do fabricante. Posteriormente, este pool foi utilizado para a realizacdo de todas as
analises deste trabalho.

O peso médio das amostras de creme dermatologico foi avaliado segundo a Farmacopeia
Brasileira (2010), cujos resultados foram calculados, por meio da diferenga entre as duas pesagens:

bisnaga cheia e bisnaga vazia.

7.2 Resultado e discussio
Os resultados do peso médio das 10 bisnagas de creme dermatologico analisadas
aleatoriamente estdo dispostos na Tabela 6. Na Figura 3, encontram-se os resultados dispostos

graficamente.

Tabela 6- Peso médio das amostras do produto acabado

Bisnaga  Cheia Vazia Diferenca

de peso
1 18,6343 3,5965 15,0378
2 18,6570 3,6102 15,0468
3 18,6145 3,5807 15,0338
4 18,6462 3,5910 15,0552
5 18,6384 3,6200 15,0184
6 18,6270 3,6036 15,0234
7 18,6182 3,5718 15,0464
8 18,6486 3,5940 15,0546
9 18,6393 3,5767 15,0626

p—
S

18,6422 3,5961 15,0461
Média 18,6366 3,5941 15,0425
DP 0,0134 0,0150 0,0100

DP: desvio padrdo
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Figura 3- Variagdo do contetido de 10 bisnagas de creme dermatologico (15 g cada)
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A Farmacopeia Brasileira (2010) especifica que a porcentagem minima em relagdo ao peso

declarado ndo pode ser inferior a 90% do seu peso total, e como pode ser observado na Figura 3,

nenhuma das 10 bisnagas de creme analisadas apresentou peso inferior a 13,5 g. Além disso, o peso

médio das bisnagas encontra-se dentro do especificado no rotulo do produto que ¢ 15 g, cujo

DP observado foi praticamente nulo.
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8 DESENVOLVIMENTO DA FORMULACAO SEM O PRINCIPIO ATIVO - PLACEBO

A formulagdo sem o principio ativo, denominada de placebo, ¢ utilizada para avaliar a
seletividade do método durante seu desenvolvimento e validagdo. Por meio desta amostra, ¢ possivel
comprovar a capacidade do método em identificar o(s) analito(s) de interesse, mesmo na presenca de
outros componentes presentes na matriz do medicamento (ANVISA, 2003a; ICH, 2005).

O placebo do creme dermatologico Verutex® utilizado neste trabalho nio pode ser adquirido,
assim como as concentracdes exatas de cada adjuvante utilizado no preparo da formulagdo ndo
puderam ser informadas pela industria LEO Pharma Ltda. Por este motivo, algumas formulagdes
foram desenvolvidas (Tabela 7), a fim de obter uma amostra que apresentasse caracteristicas
adequadas comparadas com as do produto acabado, tais como, pH, densidade e viscosidade. No
preparo das formulacdes do placebo, a principio, as propor¢des de cada adjuvante especificado na
bula do medicamento foram retiradas da literatura (AULTON, 2005) e, posteriormente, alguns

ajustes foram realizados.

Tabela 7- Formulagdes do placebo desenvolvidas

Formulacao
Adjuvante 1 2 3

Acido cloridrico 0,1% 0,05% 0,005%

Alcool cetilico 5%  10%  12%
Butil-hidroxianisol 0,05% 0,05% 0,05%

Glicerol 5% 3% 3%

Petrolato branco 5% 3% 3%

Petrolato liquido 5% 3% 3%

Polissorbato 60 3% 5% 5%
Sorbato de potassio 0,18% 0,18% 0,18%

Agua ultrapura qsp qsp qsp

8.1 Material e método

No desenvolvimento das formulagdes, os adjuvantes foram separados e pesados de acordo
com suas polaridades. Em um béquer, permaneceu os adjuvantes com caracteristicas lipossoluveis:
butil-hidroxianisol (Sigma-Aldrich®), alcool cetilico (Audaz®), petrolato branco (Tec-Lab®™) e
petrolato liquido (Columbia®), e em outro béquer, os adjuvantes com caracteristicas hidrossolaveis:
glicerol (Ely Martins”), sorbato de potassio (Rica Nata®), polissorbato 60 (LabSynth®), acido
cloridrico (LabSynth™) e 4gua ultrapura (Milli-Q™). Todas as pesagens foram realizadas utilizando
balanca analitica (Mettler Toledo™). Ambos os béqueres foram submetidos ao banho de aquecimento

até atingirem aproximadamente 75°C; este controle foi realizado utilizando dois termometros
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(Inconterm®, L-203). Em seguida, a fase hidrossoltivel foi vertida na fase lipossolavel, mantendo a
agitacdo constante até o total resfriamento da mistura. Apos 24 horas, o pH, a densidade ¢ a
viscosidade das formulagdes foram avaliados, a fim de verificar se estas caracteristicas eram
semelhantes com as caracteristicas observadas na formulagio do produto acabado. Estas andlises
foram realizadas por meio dos mesmos ensaios descritos nos itens 6.1.2, 6.1.3 ¢ 6.1.4,
respectivamente. No entanto, os resultados da viscosidade foram submetidos a andlise estatistica
(ANOVA), uma vez que visualmente a diferenca neste pardmetro foi significativa, no que diz

respeito a consisténcia das emulsdes observadas.

8.2 Resultados

Os resultados da determinacao do pH, D; e viscosidade aparente minima das formulagdes,
encontram-se na Tabela 8. As curvas das viscosidades das formulagdes em fun¢do das taxas de
cisalhamentos em comparag¢ao ao produto acabado estdo representadas na Figura 4. Nas Tabelas 9 a
11, encontram-se os resultados da andlise estatistica (ANOVA), considerando nivel de significancia

de 5%.

Tabela 8— Valores de pH, densidade relativa e viscosidade das formulagdes do placebo

Formulacio pH D,(g/mL) Viscosidade

1 4,52  0,9854 1,31
2 481 09271 2,17
3 526 0,9165 2,27

Figura 4- Curvas das viscosidades em func¢ao das taxas de cisalhamentos das formulagdes 1, 2,3 e

do produto acabado
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Tabela 9- Analise estatistica (ANOVA) dos valores de viscosidade da formulagdo 1 em relacdo ao
produto acabado

ANOVA
Fonte da variacao SO gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 247812 1 2,47812 1610,04 2,30505E-06 7,70847
Dentro dos grupos 0,00616 4 0,00154
Total 2,48428 5
gl: graus de liberdade; MQ: médias quadraticas; SQ: soma dos quadrados

Tabela 10- Analise estatistica (ANOVA) dos valores de viscosidade da formula¢dao 2 em relagdo ao

produto acabado

ANOVA
Fonte da variagao SO gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 0,26418 1 0,26418 296,388 6,67921E-05 7,70847
Dentro dos grupos 0,00357 4 0,00089
Total 0,26775 5
gl: graus de liberdade; MQ: médias quadraticas; SQ: soma dos quadrados

Tabela 11- Analise estatistica (ANOVA) dos valores de viscosidade da formulag¢dao 3 em relagdo ao
produto acabado

ANOVA
Fonte da variacdo SO gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 0,1536 1 0,1536 1,575436 0,277746 7,708647
Dentro dos grupos 0,389987 4 0,097497
Total 0,543587 5
gl: graus de liberdade; MQ: médias quadraticas; SQ: soma dos quadrados

8.3 Discussao

Os cremes consistem em formas farmacéuticas semissolidas obtidas por emulsdo, formadas
por uma fase lipofilica e uma fase hidrofilica, que podem conter um ou mais principios ativos
dissolvidos ou dispersos em uma base apropriada. Normalmente, sdo utilizados para aplicacdo
externa na pele ou nas membranas mucosas. As emulsdes, por sua vez, sdo formas farmacéuticas
liquidas compostas por um ou mais principios ativos, que consistem de um sistema de duas fases
que envolvem pelo menos dois liquidos imisciveis, na qual um liquido é disperso na forma de
pequenas gotas (fase interna ou dispersa) através de outro liquido (fase externa ou continua),

estabilizados por um ou mais agentes emulsificantes (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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Nos produtos topicos contendo esteroides, as emulsdes do tipo 6leo e dgua (O/A) sdo mais
comuns ¢ merecem destaque por apresentarem facilidade de aplicacdo, espalhabilidade sobre a pele
e, principalmente, facilidade de veiculacdo, pois sua natureza anfifilica e de similaridade com a
epiderme humana permitem elevada eficiéncia na veiculacdo do(s) principio(s) ativo(s) envolvidos
na formulagdo (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007; AULTON, 2005).

Os farmacos contidos em uma formulagio topica sdo incorporados aos adjuvantes, que ao se
combinarem, apresentam composicao e consisténcia diversas. O tipo e concentragdo dos adjuvantes
também vao determinar a natureza, espalhabilidade e o grau de penetrabilidade da fomulagao
(ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2007). Deve-se levar em consideracdo que geralmente os
elementos oleosos sdo muito variados e podem estar isolados ou em combinagdo, desempenhando
muitas fungdes sobre o transporte do fairmaco através da pele e a viscosidade do produto final
(AULTON, 2005), bem como o glicerol, substancia aquosa, que auxilia na permeacao cutanea.

Seguindo este raciocinio, entre os adjuvantes presentes no creme dermatologico (Verutex®),
o butil-hidroxianisol (BHA) e o sorbato de potassio, utilizados como antioxidante e conservante
respectivamente, provavelmente nao apresentariam interferéncia nos parametros analisados.

Os parametros de densidade e viscosidade poderiam ser mais afetados pela propor¢ao
utilizada do petrolato branco (vaselina solida), petrolato liquido (parafina liquida, vaselina liquida,
6leo mineral), glicerol (glicerina), polissorbato 60 (tween® 60) e, principalmente, pelo alcool
cetilico, devido suas funcdes. Na Tabela 12, encontram-se todas as categorias funcionais dos

adjuvantes utilizados no preparo da formulacdo placebo.

Tabela 12- Categorias funcionais dos adjuvantes presentes na formulacao do creme dermatoldgico

(Verutex®)

Adjuvante Categoria funcional
Acido cloridrico Acidificante
Alcool cetilico Emiliente, agente de aumento de viscosidade e emulsificante
Butil-hidroxianisol Antioxidante
Glicerol Conservante, co-solvente, emoliente, umectante, plastificante,
solvente, edulcorante e agente de tonicidade
Petrolato branco Emoliente e pomada base
Petrolato liquido Emoliente, lubrificante e veiculo oleaginoso
Polissorbato 60 Agente dispersante, emulsionante, tensoativo nao ionico, agente de

solubilizacdo, de suspensdo e agente molhante
Sorbato de potassio Conservante

Fonte: ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009
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Na analise das trés formula¢des da amostra isenta da substancia ativa (placebo), a
formulag@o 1 apresentou D; maior e viscosidade menor em comparag¢ao as do produto acabado, além
disso, apresentou pH abaixo do considerado satisfatorio (pH 5,35).

A formulacdo 2, por sua vez, apresentou D, satisfatoria, mas os valores de viscosidade e pH
nao foram adequados, por isso, na formula¢do 3, a concentragdo do acido cloridrico e do alcool
cetilico foram adequadamente ajustadas, alcancando pH e viscosidade estatisticamente iguais as do
produto acabado (F calculado = 1,575436 foi menor que o F tabelado = 7,708647), ao nivel de
significancia de 5%.

O tensoativo nao-idnico alcool cetilico, por ser considerado um excelente emoliente,
utilizado como agente estabilizante e doador de consisténcia para as emulsdes cosméticas e
farmacéuticas (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009), apresentou significativa contribui¢do na
adequacao do parametro de viscosidade. Como também pode ser observado, o aumento deste
adjuvante (composto graxo) promoveu reducdo nas D, das formulacdes 2 e 3, no entanto, ambas
foram consideradas semelhantes a D, do produto acabado (0,9349 g/mL).

Dessa forma, a formulagdo 3 apresentou todos os parametros (pH, D; e viscosidade),
proximos aos valores da amostra do creme dermatoldgico, sendo a escolhida como formulagdo

placebo.
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9 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO VISIVEL

A espectrofotometria ¢ um método de analise Optico muito utilizado em investigagdes
biologicas e fisico-quimicas, que baseia-se na interacdo da substincia com a energia radiante,
resultando na absor¢do ou transmissdo de luz pela substincia quimica analisada. A absor¢ao das
radiagdes UV, Vis e infravermelho depende da estrutura molecular de cada substancia (PAVIA;
LAMPMAN; KRIZ, 2010; SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2006; SKOOG; HOLLER;
NIEMAN, 1998).

A parte do espectro eletromagnético que fica entre 400 e 750 nm ¢ a regido do Vis. As ondas
de luz com comprimento entre esses limites parecem coloridas quando a luz branca ¢ transmitida
através dela ou ¢ refletida a partir dela. As moléculas que absorvem luz na regido do Vis ndo
possuem a cor correspondente ao comprimento de onda da luz absorvida, pelo contrario, ha uma
relacdo inversa entre a cor observada e a absorvida, conforme apresentado na Tabela 13. A cor
observada ¢ conhecida como a cor complementar da cor absorvida (HARRIS, 2001; PAVIA;

LAMPMAN; KRIZ, 2010).

Tabela 13- Relacao entre a cor de luz absorvida e a cor observada do composto

Comprimento de onda Cor da luz Cor
da luz absorvida (nm) absorvida observada
400 violeta amarelo
450 azul laranja
500 verde-azulado vermelho
530 verde-amarelado violeta-avermelhado
550 amarelo violeta
600 vermelho-alaranjado verde-azulado
700 vermelho verde

Fonte: HARRIS, 2001, p. 425; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010, p. 393

A espectrofotometria na regido do Vis ¢ amplamente utilizada em determinagdes analiticas
de formas farmacéuticas, e pode também ser aplicada na identificagdo e quantificagdo de compostos
organicos e inorganicos nos laboratorios de CQ. A utiliza¢dao desta técnica para a quantificagdo do
AF em suspensdo oral foi descrita em 1995 (VLADIMIROV et al., 1995), no entanto, nenhuma
técnica para a determinagao deste farmaco em creme dermatologico foi encontrado na literatura, o
que torna o seu desenvolvimento inovador e economicamente mais viavel, pois esta técnica exige
equipamento de baixo custo, quando comparado aos instrumentos necessarios para a realizagdo das

outras técnicas de identificacdo e quantificacdo, como € o caso do infravermelho e da CLAE.
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9.1 Material e método

Como procedimento geral, foram transferidos com auxilio de micropipeta (Labmate soft™),
0,5 mL da solucao do produto acabado (item 9.1.1) e 0,3 mL do reagente 1 (item 9.1.2) para baldo
volumétrico de 5 mL. Em seguida, esta mistura foi aquecida a 70°C em banho de aquecimento
(Quimis®), durante 40 minutos, e apds arrefecimento, o volume foi completado com o reagente 3
(item 9.1.3), para obter solu¢do com concentra¢do de 100 pg/mL.

O mesmo procedimento foi realizado para as solugdes do placebo, preparadas da mesma
forma que as solugdes do produto acabado, no entanto, em todas as pesagens as quantidades
correspondentes do AF que estariam presentes na formula¢do do creme dermatologico, foram
descontadas. O procedimento utilizando solugdo do AF SQR foi realizado apenas no primeiro teste,
para verificar o perfil de absor¢ao do farmaco. No preparo desta solugdo, foram pesados 5,0 mg da
SQR, transferidos para baldo volumétrico de 5 mL e o volume foi completado com alcool etilico,
para obter a solu¢do estoque com concentra¢ao de 1,0 mg/mL.

As leituras foram realizadas, por meio de varredura (400-800 nm), utilizando
espectrofotometro UV/Vis, Shimadzu®, modelo UVmini-1240, em cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho 6ptico, contra branco preparado da mesma forma, exceto pela adigdo do farmaco.

Os seguintes materiais também foram utilizados: balanca analitica OHAUS®, modelo:
DV215CD - Classe I, banho ultrassonico modelo USC2800A (Unique®), peagdmetro da modelo
B474 (Micronal®), 4lcool etilico (LabSynth®™), élcool metilico (LabSynth®), acetonitrila
(J. T. Baker®), diclorometano (LabSynth®), hexano (Qhemis®), dgua ultrapura (Milli-Q®), acido
nitrico - HNOs (LabSynth®), acido cloridrico — HCl a 37% (LabSynth®™), 4cido bérico - H3BO;
(LabSynth™), sulfato de s6dio anidro - Na;SO4 (Ecibra®), cloridrato de hidroxilamina - NH,OH.HC]I
(F. MAIA Industria e Comércio Ltda), hidroxido de sdédio - NaOH (LabSynth®), nitrato férrico -
Fe(NOs); (Vetec®) e papel de filtro Qualy® (J. Prolab).

9.1.1 Preparo das solu¢des do produto acabado
As solugdes do produto acabado foram preparadas de varias formas, de acordo com cada
teste realizado:
v’ Teste 1: em béquer de 25 mL, foram pesados 1,25 g do produto acabado (equivalem a
25,0 mg do AF), adicionados 23 mL de alcool etilico e colocado em banho ultrassonico.
Apos aproximadamente 20 minutos, esta solucdo foi transferida para baldo volumétrico de

25 mL e o volume foi completado com alcool etilico, para obter solu¢do estoque de
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concentracdao de 1,0 mg/mL, e procedeu-se a filtragdo em frasco de vidro utilizando papel de
filtro.

v’ Teste 2: o preparo da amostra foi realizado da mesma forma que no teste 1, no entanto, o
solvente utilizado foi a acetonitrila.

v’ Teste 3: em béquer de 25 mL, foram pesados 2,0 g do produto acabado (equivalem a 40,0 mg
do AF), adicionados 20 mL de solugdo de HCI 0,5 mol/L e colocado em banho ultrassonico.
Apos aproximadamente 10 minutos, esta solugdo foi transferida para funil de separacdo de
125 mL e o AF foi extraido com 4 x 10 mL de diclorometano, obtendo solugdo com
concentracdo de 1,0 mg/mL. Na fase organica, foram adicionados 2,5 g de Na;SO4, € apos
5 minutos de repouso, a solu¢do foi filtrada e armazenada em frasco de vidro.

v Teste 4: em béquer de 25 mL, foram pesados 4,0 g do produto acabado (equivalem a 80,0 mg
do AF), adicionados 20 mL de hexano e colocado em banho ultrassonico. Apos
aproximadamente 10 minutos, esta solucao foi transferida para funil de separagdo de 125 mL
e 0 AF foi extraido com 4 x 20 mL de solu¢ao tampao borato pH 8,4, obtendo solucdo com
concentracdao de 1,0 mg/mL. Para o preparo da solugao tampao borato pH 8,4, foram pesados
2 g de NaOH e 1,21 g de H3BOs, transferidos para baldo volumétrico de 250 mL e o volume
foi completado com agua ultrapura. Posteriormente, o pH foi confirmado e ajustado para 8,4
com NaOH.

v’ Teste 5: a amostra foi preparada da mesma forma que no teste 3. No entanto, a fase organica,
foi levada a capela para evaporagdo parcial do diclorometano. Posteriormente, foram
adicionados 50 mL de hexano e esta solugdo foi filtrada. O pd retido no papel de filtro foi
solubilizado com 40 mL de alcool etilico, para obter solu¢do estoque com concentragdo

teorica de 1,0 mg/mL.

9.1.2 Preparo do reagente 1

O reagente 1 consistiu numa mistura de NH>OH.HCI e NaOH, ambos a 12,5%. Em béqueres
de 25 mL, foram pesados 3,125g de NH,OH.HCI e de NaOH, adicionados 23 mL de 4lcool metilico,
e colocados em banho ultrassonico. Apo6s aproximadamente 15 minutos, estas solugdes foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 mL e os volumes foram completados com alcool
metilico. Posteriormente, em outro béquer de 25 mL, foram transferidos com auxilio de pipetas
volumétricas, 5 mL de cada solucdo metanodlica, e procedeu-se a filtracdo em frasco de vidro

utilizando papel de filtro.
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9.1.3 Preparo do reagente 3

Em balao volumétrico de 25 mL, foram transferidos 0,3 mL de HNO3 e 1 mL do reagente 2,

e o volume foi completado com alcool etilico. Para o preparo do reagente 2, foram pesados em

béquer de 25 mL, 1,25 g de Fe(NOs)s, adicionados 2,5 mL de agua ultrapura e de HNOs. Em

seguida, esta mistura foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado

com alcool etilico.

9.2 Resultados

Os espectros de absorcdo na regido do Vis, obtidos nos testes 1 a 5, estdo sobrepostos nas

Figuras 5 a 9, respectivamente. Em todos os testes a concentragao final do AF, ap6s o procedimento

foi de 100 pg/mL.

Figura 5- Espectro de absor¢do na regido do Vis do AF SQR, produto acabado, placebo e branco,

obtidos a partir do teste 1
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Figura 6- Espectro de absor¢ao na regido do Vis do produto acabado, placebo e branco, obtidos a

partir do teste 2
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Figura 7- Espectro de absor¢do na regido do Vis do produto acabado, placebo e branco, obtidos a

partir do teste 3
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Figura 8- Espectro de absor¢ao na regido do Vis do produto acabado, placebo e branco, obtidos a

partir do teste 4
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Figura 9- Espectro de absorcao na regido do Vis do produto acabado, placebo e branco, obtidos a

partir do teste 5
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9.3 Discussao

Os primeiros métodos colorimétricos desenvolvidos para a quantificacdo do AF ndo foram
suficientemente seletivos, pois algumas impurezas, como o 3-icido cetofusidico e o acido
16B-desacetilfusidico, interferiram na reacdo comprometendo a analise. Com o objetivo de
minimizar e, até mesmo, eliminar os interferentes, foi desenvolvido em 1974, um método geral para
a determinag¢do de derivados de 4cidos organicos, tais como ésteres, amidas, imidas ciclicas e
lactonas. A reagdo basicamente consiste na formag¢do de um complexo entre a substancia € os ions
férrico, apds sua conversao quantitativa em acido hidroxamico (PESEZ; BARTOS, 1974).

No caso do AF, para que ocorra esta conversdo, ¢ preciso que a solucdo esteja em meio
alcalino e permaneca a 70°C durante 40 minutos, devido ao impedimento estereoquimico da
molécula. Apds este procedimento, a solugdo ao ser colocada em meio acido contendo ions férrico,
ocorre imediatamente a formagao do complexo acido acetilhidroxamico de ferro I1I - AcHA-Fe (III),
conforme demonstrado no esquema na Figura 10. Este complexo ¢ responsavel pela coloracdo
purpura (Figura 11) e apresenta absorcdo na regido do Vis, em aproximadamente 524 nm

(VLADIMIROV et al., 1995).

Figura 10— Formacgao do complexo acido acetilhidroxamico de ferro III a partir do AF
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Figura 11- Coloragao purpura, caracteristica da reacao de identificagdo do AF, nas solugdes do

AF SQR, produto acabado e placebo
A B C

t

(A) éacido fusidico substancia quimica de
referéncia (B) produto acabado (C) placebo
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A coloragdo purpura alcanga intensidade maxima imediatamente em temperatura ambiente, e
permanece estavel por, pelo menos, 4 horas. A estabilidade do complexo formado, depende
principalmente, da concentragdo dos ions férrico e do pH da mistura final (NOTARI, 1969). Assim
sendo, sob estas condi¢des, as impurezas ou produtos de degradagdo nao devem interferir na reacao
quimica, tornando possivel a identificacdo e quantificacdo do AF nas formulagdes, sem prévia
separagao (VLADIMIROV etal., 1995).

A principio no preparo das amostras do produto acabado, optou-se por um método de
extracdo simples, utilizando banho ultrassonico. Nos Ultimos anos, alguns artigos (BENDICHO
et al., 2012; CAPELO; MADURO; VILHENA, 2005) e livros (CAPELO-MARTINEZ, 2009;
CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2007) foram publicados sobre a versatilidade do uso do ultrassom. O
ultrassom pode ser utilizado tanto em procedimentos gerais, como na desgaseificacdo e limpeza de
materiais, como também para fins mais especificos, como em procedimentos de extragao,
derivatizag¢do, homogeneizag¢ao e emulsificagdo (CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2007).

O pré-tratamento de amostras assistida por ultrassom ¢ claramente “mais verde” do que os
métodos classicos que utilizam grandes quantidades de solventes e longos tempos de operagao, além
da complexidade da maioria desses métodos. Dessa forma, sua implantacao nos procedimentos de
extragdo ¢ muito importante, principalmente quando se pensa em quimica analitica verde
(GUARDIA; ARMENT, 2010; GUARDIA; GARRIGUES, 2011; GUARDIA; GARRIGUES,
2012).

Nesse sentido, a utilizagdo do ultrassom no pré-tratamento de amostras ¢ considerado um
recurso ecoldgico, de baixo custo, eficiente, que utiliza energia limpa e que tem melhorado
drasticamente muitos protocolos, devido aos principios focados na aceleracdo, simplificagao,
miniaturizacdo e automacao, que aumenta consideravelmente a produtividade e o rendimento no
procedimento de extragdo. Para isto, € necessario a utilizacdo de um solvente extrator, em que a
substancia de interesse apresente solubilidade adequada (BENDICHO et al., 2012).

No teste 1, o solvente de escolha foi o alcool etilico, por ser de baixo custo e de baixa
toxicidade. No teste 2, foi utilizado a acetonitrila como solvente extrator, uma vez que Ankam e
colaboradores (2010) relataram que os adjuvantes presentes na formulacdo do creme ndo eram
soluveis neste solvente. No entanto, na Figura 6, pode ser observado que os adjuvantes presentes na
matriz do creme foram solaveis, apresentando espectro de absor¢do praticamente igual ao espectro
do produto acabado, o que inteferiu na identidicacao do fArmaco.

A partir destas conclusdes, foi necessario utilizar procedimentos de preparo de amostra

considerados mais seletivos, desde que fossem de facil execucdo e de baixo custo. Sendo assim,
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optou-se pela extracdo liquido-liquido (ELL). A ELL, também conhecida como extragdo por
solvente ou parti¢do, consiste basicamente na transferéncia de um soluto solubilizado em um
solvente, para outro solvente em que o soluto apresente maior afinidade. Os dois solventes
escolhidos devem ser imisciveis, para que sejam formadas duas fases: uma chamada aquosa e outra
organica. Normalmente, sdo utilizados a 4gua e um solvente organico (éter etilico, hexano, éter de
petroleo, diclorometano, cloroférmio). O solvente que tem densidade menor que a da 4gua (1 g/mL)
permanece na parte superior na separagdo, € no caso da utilizagdo de solvente com densidade maior
que a da dgua, o contrario ¢ observado (LANCAS, 2009; VOGEL, 1971).

A ELL ¢ a técnica analitica mais utilizada no preparo de amostras complexas (POOLE;
POOLE, 1991) e pode ser de dois tipos: continua ou descontinua. Na ELL descontinua, utiliza-se
funil de separagao, em que ambos os solventes sdo adicionados. Com a agitacao do funil, o soluto
passa para a fase que contém o solvente de maior afinidade. Este tipo de técnica ¢ indicada quando
existe grande diferenca de solubilidade do soluto nos dois solventes. Na ELL continua, o solvente
organico passa continuamente sobre a solu¢do contendo o soluto, levando parte deste consigo, até o
baldo de aquecimento, onde o soluto ¢ concentrado. Este tipo de extracao ¢ amplamente utilizada
quando ndo existe muita diferenga de solubilidade entre o soluto em ambos os solventes (LANCAS,
2009).

De acordo com os conceitos apresentados, nos testes 3 a 5 foram realizados a ELL do tipo
descontinua. No teste 3, assim como nos testes 1 € 2, ocorreram interferéncias, pois as solubilidades
dos adjuvantes presentes na formulacao de creme sdo muito semelhantes as do AF, impossibilitando
a identificac¢@o confidvel do farmaco (Quadro 1).

A extragdo realizada no teste 4 foi baseada nos estudos de Hassan, Amer e Amer (1987), na
qual utilizou solu¢do tampao borato como solvente extrator. Porém, neste procedimento, o perfil
espectral caracteristico do AF ndo foi observado (Figura 8).

No teste 5 foi realizado basicamente o mesmo procedimento do teste 3, mas acrescentando o
processo de precipitacdo em hexano, pois sabe-se que o AF ¢ insoluvel neste solvente organico
(O’NEIL, 2006). Como pode ser observado na Figura 9 o resultado foi alcangado, no entanto,
ocorreram perdas durante este procedimento, o que inviabiliza a utilizagdo desta técnica de extra¢dao
para a quantificacdo do AF na forma farmacéutica de creme dermatoldgico. Por outro lado, a
identificacdo do farmaco pode ser realizada de forma confiavel, pois a reagdo final apresentou
coloragdo purpura caracteristica, o AF apresentou absor¢do maxima no comprimento de onda
especifico (524 nm) sem interferéncia dos adjuvantes presentes na matriz da formulagdo. Além

disso, este método apresentou vantagem em relacdo ao método desenvolvido por Vladimirov e
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colaboradores (1995), pois 0 Fe(NOs3); utilizado neste procedimento ¢ economicamente mais viavel

e, principalmente, ndo apresenta caracteristica explosiva como o perclorato férrico, o que promove

maior seguranca no procedimento de execucdo da técnica e possibilita esta substitui¢do nas analises

de identificacdo e quantificacdo do AF em outras formas farmacéuticas.

Quadro 1- Estruturas quimicas e solubilidades dos adjuvantes presentes na formulacdo do creme

dermatologico (Verutex®)

ADJUVANTE ESTRUTURA QUiMICA SOLUBILIDADE
o
Soluvel em alcool etilico 95%, alcool metilico, éter,
o L. tolueno, acetona, benzeno, 6leos fixos e 6leo mineral.
Butil-hidroxianisol . . , i ..
Praticamente  insoluvel em agua, glicerina e
propilenoglicol.
OH

Alcool cetilico

Soluvel em é&lcool etilico 95% e éter. Praticamente
insolivel em d4gua. Miscivel quando fundido com
gorduras e parafina.

Glicerol

Soluvel em dlcool etilico 95%, alcool metilico e agua.
Ligeiramente solivel em acetona e éter. Praticamente
tetracloreto de

insolivel em benzeno, cloroférmio,

OH carbono, triclorometano e 6leos.
Petrolato liquido e Soluvel em cloroféormio, éter e hidrocarbonetos.
d HIDROCARBONETOS > Cys Moderadamente soluvel em alcool etilico. Praticamente

Petrolato branco

insolivel em agua.

Sorbato de
potassio

O
/Wj\o-K+

Soluvel em alcool etilico e propilenoglicol. Pouco
Muito pouco soluvel em
cloroférmio, 6leo de milho e éter. Insoluvel em benzeno.

solivel em acetona.

on
.

Polissorbato 60 ijﬂ/\\* Owok/m
O™\p-0H

o)
HOJ

Soluvel em 4dlcool etilico, agua, alcool isopropilico.
Insoltivel em 6leo mineral e 6leos vegetais.

Acido cloridrico HCI

Soluvel em alcool etilico, alcool metilico e éter dietilico.
Miscivel em agua.

Fonte: ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009
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10 CROMATOGRAFIA

A cromatografia consiste em um método fisico-quimico de separagdo, fundamentada na
migracdo diferencial dos componentes de uma mistura, que ocorre devido a diferentes interacdes
entre um sistema heterogéneo bifasico, composto pela fase estacionaria (FE) e pela fase movel (FM)
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998; SNYDER; KIRKLAND;
DOLAN, 2010).

A técnica cromatografica foi sistematizada no inicio do século XX pelo botdnico russo
Mikhail Tswett, ao descrever suas experiéncias na separagao de pigmentos coloridos presentes no
extrato de folhas. Neste estudo, a passagem de éter de petrdleo através de uma coluna de vidro
preenchida com carbonato de calcio, a qual foi adicionado o extrato, levou a separagdo dos
componentes em faixas coloridas (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Ainda que outros pesquisadores na mesma €poca tenham desenvolvido e publicado trabalhos
envolvendo separacdes similares, Tswett foi o primeiro a compreender e interpretar o processo
cromatografico assim como hoje ¢ aceito, empregando pela primeira vez, o termo cromatografia. O
nome deriva das palavras gregas chrom (cor) e graphie (escrita), embora o processo ndo dependa da
cor, exceto para facilitar a identificacdo dos componentes (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Entre os métodos modernos de andlise, a técnica cromatografica tem sido aplicada em
milhares de laboratérios no mundo para separacdo, identificacdo e quantificacdo de diferentes
espécies quimicas, bem como para purificagdo de compostos, por meio da separacdo de substancias
indesejaveis (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).

Sdo varios os critérios utilizados para a classificacdo das diferentes modalidades de
cromatografia, sendo mais comuns aqueles relacionados a técnica empregada, aos mecanismos de
separacdao envolvidos e aos diferentes tipos de fases utilizadas (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006; DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). A Figura 12 representa um esquema geral da classificagdo

das técnicas cromatograficas.
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Figura 12- Classifica¢@o das técnicas cromatograficas
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Fonte extraida e adaptada: COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006, p. 24

10.1 Cromatografia em camada delgada

A CCD foi reintroduzida em 1938 por Izmailov e Schraiber com intuito de analisar produtos
farmacéuticos. No entanto, somente a partir de 1960, passou a ser amplamente utilizada para tal
finalidade (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

Esta técnica consiste na separagdo dos componentes de uma mistura através da migracao
diferencial sobre uma camada delgada de adsorvente retida sobre uma superficie plana. Pode ter
aplicacao analitica ou preparativa, cuja escala depende da espessura da camada de adsorvente e da

quantidade de amostra aplicada durante a analise (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998).
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O processo de separagdo estd fundamentado, principalmente, no fendmeno da adsorg¢ao.
Porém, ao utilizar FE tratadas pode ocorrer também separagdo por particao ou troca idnica, o que
permite seu emprego tanto na separagdo de substincias hidrofobicas como hidrofilas. O mercado
dispde de uma grande variedade de adsorventes para fins cromatograficos, os quais podem ser
adquiridos para confec¢des de placas ou como placas pré-fabricadas. A silica gel ¢ a FE mais
utilizada em CCD, seguida pela alumina, pela terra diatomacea, pela celulose e pela poliamida
(COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A silica apresenta carater fracamente acido e geralmente ¢ utilizada na separacao de
aldeidos, cetonas, fenois, aminoacidos, alcaloides e acidos graxos. A alumina pode apresentar
caracteristicas alcalina, neutra ou acida e, geralmente, ¢ empregada na separacdo de compostos
lipofilicos. A terra diatoméacea ¢ um adsorvente neutro amplamente utilizado como suporte nas
separacgdes por particdo, € menos adsorvente e apresenta menor poder de resolugdo que a silica e
alumina. A celulose tem sido empregada como suporte da FE liquida em cromatografia por parti¢ao
ou troca ionica, e ¢ utilizada na separagdo de 4cidos carboxilicos, aminoacidos, carboidratos, cations
inorganicos e fosfatos (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998). A
poliamida, por sua vez, ¢ utilizada na separagdo de acidos carboxilicos e fendis. Em geral, a
separacao dos solutos ocorre por meio da competicao pela formagao de ligagdes de hidrogénio com
o adsorvente e a FM (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A CCD ¢ uma técnica amplamente utilizada na purificagdo de substancias, identificagdo de
fracdes coletadas em cromatografia liquida classica e no acompanhamento de reagdes organicas,
devido as multiplas vantagens que oferece, tais como, método visual de facil compreensdao e
execucdao, separagdo em breve espaco de tempo, alta reprodutibilidade, versatilidade e custo
acessivel (DEGANI; CASS; VIEIRA, 1998), além do baixo consumo de solventes e do volume
reduzido de residuos gerados ao meio ambiente.

Na literatura, foram encontrados apenas dois métodos descritos que utilizam a CCD na
determinagao do AF (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; KRZEK et al., 2006). Entre estes dois
métodos, a FM desenvolvida por Krzek e colaboradores, em 2006 (hexano:acetato de etila:acido
acético, 60:30:10, v/v/v) € menos toxica, no entanto, ainda ndo ¢ considerada ideal quando se pensa
em quimica “verde”. Nesse sentido, foi proposto o desenvolvido de uma FM que apresentasse
vantagens, como maior simplicidade e, principalmente, menor toxicidade dos solventes organicos

utilizados.
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10.1.1 Material e método

Na execu¢do do ensaio, 30 mL da FM (item 10.1.1.1) foram transferidos para cuba
cromatografica, que permaneceu durante 30 minutos, até sua completa saturagdo. Aliquotas de
10 pL das solugdes do AF SQR e produto acabado, na concentracdo de 1,0 mg/mL foram aplicadas
com auxilio de microsseringa de vidro (Hamilt0n®) na cromatoplaca TLC silica gel 60 Fass
(Merck®™) com dimensdes de 11,0 x 5,0 cm, previamente ativadas em estufa modelo 702.780
(Quimis®) a 105 °C por 1 hora.

Para o preparo da solugdo do AF SQR, foram pesados 5,0 mg da SQR, transferidos para
balao volumétrico de 5 mL e o volume foi completado com 4lcool metilico. No caso da solucdao do
produto acabado, foram pesados em béquer de 10 mL, 500,0 mg do creme (equivalem a 10,0 mg do
AF), adicionados 8 mL de alcool metilico e colocado no banho ultrassoénico (modelo USC2800A,
Unique®). Apos aproximadamente 10 minutos, esta solugdo foi transferida para balio volumétrico
de 10 mL, o volume foi completado com alcool metilico, e procedeu-se a filtragdo em frasco de
vidro utilizando papel de filtro Qualy® (J. Prolab).

Apo6s aplicagdo das solugdes, a cromatoplaca foi colocada na cuba para eluicdo dos
compostos. Apos a FM atingir o percurso de 9 cm, esta foi retirada para secagem a temperatura
ambiente, e submetida ao procedimento de revelacdo. A revelagdo foi realizada por duas maneiras:
primeiramente, as manchas da cromatoplaca foram observadas em camara de luz UV (254 nm) e em
seguida, a cromatoplaca foi submetida a vapores de iodo (Synth®™), até o aparecimento total das
manchas.

Os valores dos fatores de retengdo das manchas do AF presentes na SQR e no produto
acabado foram calculados de acordo com a Equacao 5 e comparados. Posteriormente, as manchas

também foram comparadas em relacdo a forma, posi¢do, tamanho e coloracdo.

— Equacdo 5
f=
dfm

Em que:
R¢: Fator de retengao
ds: Distancia percorrida pelo AF SQR ou AF presente na amostra do produto acabado

dsm: Distancia percorrida pela fase movel desde o ponto de aplicacao

Nesta andlise, os seguintes materiais também foram utilizados: balanga analitica modelo H51
(Mettler Toledo®™), alcool metilico (Synth®™), hexano (Qhemis®), acetato de etila (Synth®) e acido

acético (Qhemis®).
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10.1.1.1 Fases méveis
FM 1: agua:alcool etilico (60:40, v/v), pH 2,5 ajustado com acido acético
FM 2: dgua:alcool metilico (60:40, v/v)
FM 3: agua:acetato de etila:alcool etilico (20:20:60, v/v/v)
FM 4: n-butanol:agua:acido acético (85:10:5, v/v/v)
FM 5: hexano:acetato de etila (65:35, v/v)
FM 6: hexano:alcool etilico (50:50, v/v)
FM 7: acetato de etila:alcool etilico (60:40, v/v)

10.1.2 Resultados e discussao

Nas Figuras 13 a 19, encontram-se as fotografias das cromatoplacas do AF SQR e do
produto acabado. Na Figura 20 encontram-se as fotografias das cromatoplacas do AF SQR, produto
acabado e placebo, referentes ao teste de identificagao.

A solucdo do placebo foi preparada da mesma forma que do produto acabado (item 10.1.1),
no entanto, a quantidade correspondente ao AF que estaria presente na formulagdo (10 mg), foi
descontada. Todas as cromatoplacas foram reveladas em cdmara UV (254 nm) e em vapores de

10do.

Figura 13- Cromatoplacas reveladas em luz UV a 254 nm (I) e vapores de iodo (II), da FM: 4gua e
alcool etilico (60:40, v/v), pH 2,5 ajustado com acido acético

. 4

(a) acido fusidico substancia quimica de referéncia
(b) produto acabado
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Figura 14- Cromatoplacas reveladas em luz UV a 254 nm (I) e vapores de iodo (II), da FM: agua e
alcool metilico (60:40, v/v)

(a) acido fusidico substancia quimica de referéncia
(b) produto acabado

Figura 15- Cromatoplacas reveladas em luz UV a 254 nm (I) e vapores de iodo (II), da FM: agua,
acetato de etila e alcool etilico (20:20:60, v/v/v)

(a) acido fusidico substancia quimica de referéncia
(b) produto acabado
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Figura 16- Cromatoplacas reveladas em luz UV a 254 nm (I) e vapores de iodo (II), da FM: n-
butanol, 4gua e 4cido acético (85:10:5, v/v/v)

(a) acido fusidico substancia quimica de referéncia
(b) produto acabado

Figura 17- Cromatoplacas reveladas em luz UV a 254 nm (I) e vapores de iodo (II), da FM: hexano
e acetato de etila (65:35, v/v)

(a) acido fusidico substancia quimica de referéncia
(b) produto acabado
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Figura 18- Cromatoplacas reveladas em luz UV a 254 nm (I) e vapores de iodo (II), da FM: hexano
e alcool etilico (50:50, v/v)

(a) acido fusidico substancia quimica de referéncia
(b) produto acabado

Figura 19- Cromatoplacas reveladas em luz UV a 254 nm (I) e vapores de iodo (II), da FM: acetato
de etila e alcool etilico (60:40, v/v)

(a) acido fusidico substancia quimica de referéncia
(b) produto acabado
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Figura 20- Cromatoplacas reveladas em luz UV a 254 nm (I) e vapores de iodo (II), da FM: hexano,

acetato de etila e acido acético (60:30:10, v/v/v)

- — - T
. . - -

(a) acido fusidico substancia quimica de referéncia
(b) produto acabado (c) placebo

Como pode ser observado nas Figuras 13 a 19, todas as FM testadas nao foram adequadas
para identificar o AF na forma farmacéutica de creme dermatologico. Por este motivo, os fatores de
rentecdo ndo foram calculados e optou-se por reproduzir o método desenvolvido por Krzek e
colaboradores (2006), como forma de identificagdo do farmaco no produto acabado (Figura 20).
Este método demonstrou ser adequado e reprodutivel, uma vez que o valor do fator de retencao
calculado para o AF (0,54) aproximou-se do valor declarado pelo autor (0,53). Além disso, os
resultados indicaram que o AF ¢ facilmente identificavel, apresentando mancha caracteristica e

intensa de coloragdo roxa, em camara de UV 254 nm e marrom em vapores de iodo.

10.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Na década de 1960, os pesquisadores Karr, Jentoft, Gouwn, Huber, Hulsman, Snyder e
Kirkland foram os responsaveis pelo desenvolvimento da CLAE (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006), considerada na época e até¢ hoje, como uma técnica de separacao inovadora (RAMBLA-
ALEGRE et al., 2011), que pode ser utilizada tanto para fins qualitativos (identificagdo), como para
a quantificagdo do(s) analito(s) de interesse presentes em produtos acabados e/ou em matérias-
primas (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006; LANCAS, 2009; SNYDER; KIRKLAND; DOLAN,
2010).

O cromatografo a liquido de alta eficiéncia € composto basicamente por seis componentes:
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v’ Reservatério do solvente: normalmente, sio utilizados frascos de vidro dmbar para
acondicionar a FM, também chamado de cluente. O solvente ou a mistura de solventes
utilizado na preparagdo da FM devem apresentar elevado grau de pureza (grau
cromatografico ou HPLC), alta capacidade de solubilizar os componentes da amostra,
compatibilidade com sistema de detecgao, elevado ponto de ebuligdo e forga de eluicdo ()
e seletividade (o)) adequadas.

v' Bomba de alta pressdo: permite vencer a resisténcia a passagem da FM exercida pelas
particulas da FE, propiciando vazdo continua da FM a todo o sistema cromatografico, sem
pulsos e com alta reprodutibilidade, precisdo e exatiddo. As partes da bomba que entram
em contato com a FM sdo produzidas de aco inoxidavel 316 (material inerte a
praticamente todos os solventes organicos). Os canais da bomba podem ser compostos por
um sistema isocratico, que apresenta um unico canal de solvente, ou pode ser constituido
por um sistema gradiente, composto por mais de um canal, que pode ser binario, ternrio
ou quaternario.

v’ Sistema de introdu¢do da amostra (injetor): existem dois tipos de injetores, os
automaticos e os manuais. Entre os manuais, o0 mais comum ¢ a valvula de seis porticos.
Esta valvula possui seis orificios conectados internamente e uma alga de amostragem
(loop), que normalmente ¢ um tubo de ago inoxidavel 316. O comprimento e o diametro
interno deste tubo vao definir o volume da alga a ser empregado na introdu¢ao da amostra.

v' Coluna cromatogrdfica: é considerada o corag¢do do sistema cromatografico, pois é nela
que ocorrem as separagdes. E composta por um tubo de ago inoxidavel 316, preenchido
com a FE. Em suas extremidades encontram-se os frits, que funcionam como filtros, que
sao de aco inoxidavel e de pequena porosidade. A conec¢do da coluna cromatografica
com o injetor e detector ocorre por meio do end fittings, dispositivo que pode ser de aco
inoxidavel ou peek.

v’ Detector: é um transdutor que converte o sinal fisico ou quimico do analito eluido, em
sinal elétrico, transformando-o em pico cromatografico. Existem vdarios tipos de
detectores e, independente do tipo utilizado, ndo podem promover a destruicao do soluto e
devem apresentar as seguintes caracteristicas: alta sensibilidade e reprodutibilidade, baixo
limite de detec¢ao e de ruido, resposta rapida e linear as altera¢des de concentragdes dos
solutos, mudancas na FM e na temperatura.

v’ Sistema de dados: sdo compostos por softwares, utilizados para controlar todas as

operagoes do cromatdgrafo, possibilitando analise adequada.
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Além destes componentes, o sistema cromatografico pode apresentar pré-coluna ou coluna
de guarda, desgaseificador e forno de coluna. A pré-coluna ¢ instalada entre o injetor ¢ a coluna,
cuja funcdo ¢ remover particulas que teriam forte interacdo com a FE, ou substincias que possam
precipitar quando em contato com a FM ou FE. O desgaseificador ¢ responsavel pela eliminacio de
ar dissolvido no liquido, que pode promover a formagdo de cavidade ou bolhas de ar, por meio do
precesso denominado cavitagdo. Este fendmeno causa prejuizos na eficiéncia cromatografica, devido
ao aumento do ruido na linha de base. Sistemas cromatograficos que apresentam este componente
dispensam a desgaseificacao/desaeracao prévia. O forno de coluna ¢ normalmente utilizado quando
o(s) analito(s) de interesse apresentam solubilidade em temperaturas especificas, que devem ser
rigorosamente controladas (ETTRE, 1993; LANCAS, 2009; SNYDER; KIRKLAND; DOLAN,
2010).

Em CLAE, o modo de eluicdo da FM pode ser realizada de forma isocratica ou em gradiente.
No modo isocratico, a FM permanece em propor¢ao constante durante toda a andlise, ou seja, a
polaridade da FM ndo se altera ao longo do tempo. E indicada na analise de compostos especificos.
No modo gradiente, a propor¢do da FM se altera ao longo do tempo, ¢ ¢ indicada na separacao de
analitos com ampla faixa de fatores de retengdo, por otimizar o tempo de andlise (SNYDER;
KIRKLAND; DOLAN, 2010).

Neste trabalho foi utilizado a cromatografia liquida em fase reversa, cuja FE escolhida foi a
octadecilsilano (C;g), por ser de fécil acessibilidade nos laboratérios e também por apresentar
capacidade de separagdo de solutos de diferentes polaridades, massas molares e estruturas quimicas.
Na cromatografia de fase reversa, o fato da FE ser apolar, a FM normalmente ¢ composta por
solventes polares, sendo a agua considerada como solvente base (SCHLUTER, 1999). O aumento da
porcentagem dos solventes organicos, chamados modificadores, promove considerdvel aumento na
for¢a de elui¢do. Quanto maior for a forga de eluigdo, menor sera a retencao do analito na coluna e,
consequentemente, menor vai ser o fator de retengao, pois a forga de eluigdo e o fator de retengdo
sdo inversamente proporcionais (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010).

A CLAE ¢ considerada um método analitico de alto custo, tanto pelo material de consumo
que se faz de solventes com alto grau de pureza (grau HPLC), como pelo custo do proprio
equipamento. Mas, mesmo assim, ainda ¢ a técnica de escolha e ocupa lugar de destaque entre os
métodos modernos de analise, devido a sua facilidade em efetuar a separacdo, identificacdao e
quantificacdo das substancias quimicas e de seus produtos de degradacdo, por si mesma ou em
conjunto com outras técnicas, denominada de técnicas hifenadas. Além destas vantagens, as analises

por CLAE sdo normalmente realizadas numa escala de tempo de poucos minutos, com alta
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resolucdo, eficiéncia e sensibilidade (JEFFERY et al., 1992; SNYDER; KIRKLAND; DOLAN,
2010).

Na literatura, existem alguns métodos desenvolvidos que utilizam a CLAE para a
identificacdo e quantificagdo do AF na forma farmacéutica de creme dermatologico (ANKAM et al.,
2010; BYRNE; VELASCO-TORRIJOSB; REINHARDT, 2014; FARMACOPEIA BRITANICA,
2010; GOSWAMI; GUPTA; JOGIA, 2013; HONG; RONG, 2012; KOK-KHIANG; TZE-FUNG,
2000; SHAIKH et al., 2009). No entanto, alguns destes métodos utilizam solugdo tampao como
constituinte da FM. Este tipo de solvente promove desvantagens ao método, uma vez que os sais que
compdem estas solucdes tendem a se adsorverem na coluna, podendo causar entupimento e,
consequentemente, aumento da pressao do sistema cromatografico, além disso, o armazenamento
mesmo sob refrigeracdo, pode ocasionar o aparecimento de fungos (SNYDER; KIRKLAND;
DOLAN, 2010; WATSON, 2005), em outros métodos, o tempo de corrida, o volume de injecdo, a
vazao da FM e a concentragdo do firmaco sdo consideravelmente elevados. Nesse sentido, foi
proposto o desenvolvimento de um novo método analitico, buscando melhorar a composicao da FM,
diminuir o desgaste ¢ aumentar o tempo de vida util da coluna cromatografica, além de reduzir o

tempo de analise, minimizando a geragao de residuos ao meio ambiente.

10.2.1 Material e método

Na analise por CLAE todas as solugdes utilizadas foram preparadas e previamente filtradas
em membrana com poro de 0,45 um e 13 mm de didmetro (Minisart®). As FM utilizadas foram
compostas por diferentes propor¢des de solvente organico grau HPLC (acetonitrila ou alcool
metilico ou etilico - J. T. Baker™) e de agua ultrapura (Milli-Q®), cujos pHs foram ajustados com
acido acético (J. T. Baker™), utilizando peagometro digital, modelo B474 (Micronal®).
Posteriormente, cada solvente foi filtrado em membrana de nylon (0,45 um), sob vacuo, armazenado
em frasco de vidro de 2 L e degaseificado em banho ultrassdnico modelo USC2800A (Unique®™),
durante aproximadamente 20 minutos. As proporcdes dos solventes de cada FM foram ajustadas no
software Empower”, antes de iniciar as analises.

Nas anélises foi empregado o cromatdgrafo a liquido Waters®, modelo 1525 (Waters
Chromatography Systems, CA, EUA), composto de bomba cromatografica gradiente binaria Waters
1525, conectado a detector UV/Vis Waters 2487, injetor manual 77251 com loop de 20 pL
(Rheodyne Breeze, CA, EUA) e sofiware Empower. A separagdo cromatografica foi realizada por

meio de condig¢des isocraticas, utilizando coluna analitica Zorbax Eclipse XDB Cjs Agilent® (4,6 x
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250 mm, 5 um) e pré-coluna Metaguard Polaris 4,6 mm 5U C;3 PTC — Agilent”. Os resultados
foram analisados por meio do software Microsoft Excel (2010).

A pureza do pico cromatografico do AF foi avaliada no Instituto de Quimica de Araraquara -
UNESP, Departamento de Quimica Organica, laboratério do Prof. Dr. Alberto José Cavalheiro, no
cromatografo a liquido Shimadzu®, equipado com duas bombas (LC-10AD), injetor automatico
(SIL-10AF), detector DAD (SPD-MI10A-VP), mddulo de comunicagio CBM-20* e software
LCSolution.

Nos estudos de degradacio forcada, foi utilizado solu¢do de acido cloridrico (Qhemis™) a
0,1 mol/L e 0,01 mol/L, solu¢do de hidréxido de sédio (Cinética™) a 0,1 mol/L, 0,01 mol/L e
0,001 mol/L e solugdo de perdxido de hidrogénio (Vetec Quimica Fina®) a 3%.

Os seguintes materiais também foram utilizados: banho de aquecimento modelo Q334M
(Quimis®), balanca analitica OHAUS®, modelo: DV215CD - Classe I, cimara UV com espelhos em
seu interior, equipada com lampada UVC (254 nm), seringa de vidro Hamilton®, micropipeta

(Labmate soft™) e papel de filtro Qualy® (J. Prolab).

10.2.1.1 Desenvolvimento do método cromatografico

Ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de obter um método cromatografico
confiavel, rapido, com alta sensibilidade e eficiéncia adequada. A coluna cromatografica, pré-
coluna, volume de inje¢do, modo de eluicdo da FM e temperatura de andlise, foram previamente
determinados. Na Tabela 14, estdo dispostos os ensaios que foram realizados para selecionar os
outros parametros cromatograficos que nao foram estabelecidos, tais como, composi¢do, vazao e pH
da FM.

As andlises foram realizadas utilizando solu¢do do AF SQR na concentracdao de 500,0 pg/mL
e comprimento de onda de 220 nm. Para o preparo desta solucao foram pesados 12,5 mg da SQR,
transferidos para balao volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com o solvente organico
que constituia a FM a ser testada. O comprimento de onda foi determinado por varredura utilizando
espectrofotometro UV/Vis, Shimadzu®, modelo UVmini-1240 e cubetas de quartzo 1 cm de

caminho 6ptico e solugdo do AF SQR na concentracdo de 35,0 pg/mL.
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Tabela 14- Ensaios realizados no desenvolvimento do método por CLAE

Fase movel (v/v) pH Vazao (mL/min)
Alcool etilico e agua (50:50) 2,5 1,0
Alcool etilico e d4gua (60:40) 2,5 1,3
Alcool etilico e dgua (70:30) 2,5 1,0e0,5
Alcool etilico e dgua (65:35) 2,5 1,0
Alcool etilico e dgua (68:32) 2,5 1,0e1,3
Alcool etilico e dgua (68:32) 3,0 1,0

Alcool metilico e agua (70:30) 2,5 1,0
Alcool metilico e gua (80:20) 2,5 1,0
Alcool metilico e agua (85:15) 2,5 1,0e1,3
Alcool metilico e agua (88:12) 2,5 1,0
Alcool metilico e agua (85:15) 3,0 1,0
Acetonitrila e agua (50:50) 2,5 1,0
Acetonitrila e agua (80:20) 2,5 1,0
Acetonitrila e agua (70:30) 2,5 1,0
Acetonitrila e agua (72:28) 2,5;3,0; 3,5:4,0 1,0

10.2.1.2 Conformidade do sistema cromatografico

A conformidade do sistema cromatografico foi verificada injetando sete replicatas da solucgao
do AF SQR na concentragdo de 50,0 ug/mL. Para o preparo das solugdes, foram pesados 2,5 mg da
SQR, transferidos para baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com FM
(acetonitrila e agua, 72:28 v/v, pH 3,5 ajustado com 4cido acético), para obter solu¢do estoque com
concentracao de 100,0 pg/mL. Em seguida, foi preparada a solugao de trabalho na concentracao de
50,0 pg/mL, transferindo 2,5 mL da solucdo estoque para baldo volumétrico de 5 mL, cujo volume
foi completado com FM.

Posteriormente, os pardmetros de assimetria do pico, fator de retencdo e nimeros de pratos
foram avaliados, assim como o tempo de retengao e area do pico do AF e o DPR destes parametros.

A assimetria ¢ a medida da propor¢do entre as duas partes de um pico cromatografico no
sentido longitudinal. Este parametro foi calculado conforme apresentado na Equagao 6 (USP 37,
2014; SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010). Segundo USP 37 (2014), o fator de encaudamento
¢ calculado da mesma forma que a assimetria, sendo assim, podem ser considerados como mesmo

parametro.
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As = —> Equagdo 6

Em que:
As = Assimetria do pico cromatografico
W05 = Largura do pico a 5% da sua altura

f= Valor da porcao anterior do pico, em relagao a largura a 5% da sua altura

O fator de retengdo ¢ a medida da posicdo do pico de interesse relativo ao composto nao
retido, ou seja, ¢ a razdo de distribui¢do do analito entre FE e a FM. Quanto maior for o fator de
reten¢do, maior € sua afinidade pela FE e assim, maior sera o tempo de reten¢do do analito. Este
parametro foi calculado por meio da Equagdao 7 (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010; USP 37,
2014).

K = tR-tum Equacdo 7
tm
Em que:
k’= Fator de retengao
tr = Tempo de retencdo do pico do analito de interesse
tm = Tempo morto (tempo em que elui o primeiro componente que ndo interage com a fase

estacionaria)

O niimero de pratos ¢ definido como uma medida da eficiéncia da andlise cromatografica,
que consiste na relacdo entre o tempo de permanéncia do analito na coluna e alargamento do pico.
Este parametro foi calculado segundo a Equacao 8 (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010; USP
37,2014).

2
— R
N =5,54 x (Wh> Equagdo 8
z

Em que:
N = Numero de pratos
tr = Tempo de retengao do analito de interesse

Wi, = Largura do pico medido na sua meia altura

Os resultados foram avaliados de acordo com os valores estabelecidos pela FDA (2004),

conforme demonstrado na Tabela 15.
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Tabela 15- Parametros de conformidade do sistema cromatografico e recomendagdes

Parametro Recomendacao
Fator de retencdo (k) k>>2
Repetibilidade DPR <2%. O n>5 ¢ desejavel
Rs > 2 entre o pico de interesse € 0
Resolugao (Rs) interferente potencial mais préximo
(impureza, produto de degradacao)
Assimetria do pico (As) As<2
Numero de pratos (N) N >2000

DPR: desvio padrio relativo
Fonte: FDA, 2004

10.2.1.3 Desenvolvimento do método de preparo do produto acabado - Extracao

Neste ensaio, quatro solu¢des com o produto acabado na concentragdo de 50,0 pg/mL foram
preparadas: em béquer de 25 mL, foram pesados 125,0 mg do produto acabado (equivalem a 2,5 mg
do AF), adicionados 23 mL de acetonitrila e colocados em banho ultrassonico nos tempos pré-
estabelecidos (5, 10, 15 e 30 minutos). Apos estes tempos, as solu¢des foram transferidas para
baldes volumétricos de 25 mL e os volumes foram completados com acetonitrila, para obter
solugdes estoques com concentragdo de 100,0 pg/mL. Posteriormente, foram preparadas as solucdes
de trabalho na concentragao de 50,0 pg/mL, transferindo 2,5 mL das solugdes estoques, para baldes
volumétricos de 5 mL, cujos volumes foram completados com FM (acetonitrila e dgua, 72:28 v/v,
pH 3,5 ajustado com acido acético).

Estas solugdes foram analisadas em triplicata, por meio de analise estatistica (ANOVA) das
areas dos picos cromatograficos do AF nos diferentes tempos, sendo que a extracao total foi
considerada quando as areas foram estatisticamente iguais, considerando um nivel de significancia
de 5%. Apos esta analise, o tempo de retengdo do AF SQR na concentragdo de 50,0 pg/mL (item
10.2.1.2) foi comparado com o tempo de retencao do AF presente no produto acabado, com posterior

verificacao da pureza do pico cromatografico, utilizando detector DAD.

10.2.1.4 Validacao do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia

Na validagdo do método foram verificados os seguintes parametros: linearidade, seletividade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), LQ, LD, robustez e exatiddo (ANVISA, 2003a;
FDA, 2004; ICH, 2005).
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10.2.1.4.1 Linearidade e faixa linear de trabalho

A linearidade e a faixa linear de trabalho foram analisadas em triplicata, com base nos
resultados obtidos na curva analitica. A equagdo da reta e o » foram determinados. Os resultados
foram submetidos a analise de regressao e a analise de residuos também foi avaliada.

Para obtengdo da curva analitica foram preparadas sete solugcdes do AF SQR a partir da
solugdo estoque com concentracdo de 100,0 pg/mL (item 10.2.1.2). Posteriormente, aliquotas de
0,25; 1,0; 1,75; 2,5; 3,25; 4,0; 4,75 mL desta solugdo foram transferidas para baldes volumétricos de
5 mL e os volumes foram completados com FM (acetonitrila e 4gua, 72:28 v/v, pH 3,5 ajustado com
acido acético), para obter solugdes de trabalho com concentra¢des de 5,0; 20,0; 35,0; 50,0; 65,0;

80,0; 95,0 ng/mL, respectivamente.

10.2.1.4.2 Seletividade e estudo de degradacao forcada

Os testes de seletividade foram realizados por meio da sobreposicdo do cromatograma do
AF SQR, com os cromatogramas do produto acabado, da matriz isenta do analito (placebo) e da FM
(acetonitrila e agua, 72:28 v/v, pH 3,5 ajustado com acido acético). As concentragdes utilizadas das
solugdes do AF SQR e do produto acabado foram de 50,0 pg/mL, conforme descrito nos itens
10.2.1.2 ¢ 10.2.1.3 (10 minutos de banho ultrassonico), respectivamente. A solucdo do placebo foi
preparada da mesma forma que do produto acabado, no entanto, a quantidade correspondente ao AF
que estaria presente na formulagdo (2,5 mg) foi descontada.

Como forma de avaliar se o0 método era indicativo de estabilidade e se era seletivo para os
produtos de degradagdo do AF, as amostras do AF SQR foram submetidas a degradacao oxidativa,
neutra, fotolitica, acida e alcalina. As degrada¢des foram interrompidas quando o firmaco tinha
degradado pelo menos 5-20%, como recomendado por Alsante e colaboradores (2007).

Para o preparo das solu¢des do AF SQR utilizadas no estudo de degradacdao for¢ada, foram
pesados 17,5 mg da SQR, transferidos para baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado
com FM, para obter solucdo estoque com concentragdo de 350,0 pg/mL. Posteriormente, foram
preparadas as solugdes de trabalho com concentracdo de 50,0 pg/mL, para as condigdes de
degradacdo oxidativa, neutra e fotolitica. As solu¢des de trabalho para as condi¢des acida e alcalina
foram preparadas na concentragdo de 100,0 pg/mL e foram neutralizadas antes de serem injetadas no
cromatografo. Os procedimentos de preparo das solugdes utilizadas neste estudo estdo descritas

abaixo:
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v

Degradagao oxidativa: foram transferidos 3,57 mL da solu¢@o estoque do AF SQR para
baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com solugao de H,O, a 3%, para
obter solugdo com concentragdo de 50,0 ug/mL. Esta solucdo foi mantida em banho
aquecido a 60°C durante 5 horas.

Degradagado neutra: foram transferidos 3,57 mL da solu¢do estoque do AF SQR para
baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com 4gua ultrapura, para obter
solugdo com concentragao de 50,0 ug/mL. Esta solugao foi mantida em banho aquecido a
60°C durante 72 horas.

Degradacgao fotolitica: foram transferidos 3,57 mL da solucdao estoque do AF SQR para
baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com agua ultrapura, para obter
solugdo com concentragdo de 50,0 pg/mL. Esta solugdo foi exposta a lampada UV
(254 nm) 20 W durante 10 dias.

Degradagdo dcida: foram transferidos 7,14 mL da solu¢do estoque do AF SQR para
balao volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com HCI1 0,01 mol/L, para obter
solugdo com concentracao de 100,0 pg/mL. Esta solu¢do foi mantida em banho aquecido
a 60°C durante 24 horas. A degradagao utilizando HCI 0,1 mol/L também foi realizada,
no entanto, no tempo zero o fAirmaco foi totalmente degradado.

Degradacgdo alcalina: foram transferidos 7,14 mL da solucdo estoque do AF SQR para
baldo volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com NaOH 0,001 mol/L, para
obter solucdo com concentragdo de 100,0 pg/mL. Esta solu¢do foi mantida em banho
aquecido a 60°C durante 1 hora. As degradagdes utilizando NaOH 0,1 mol/L e
0,01 mol/L também foram realizadas, no entanto, no tempo zero em ambas as

concentracoes, o farmaco foi totalmente degradado.

As solugdes dos brancos foram compostas pela FM (acetonitrila e agua, 72:28 v/v, pH 3,5

ajustado com acido acético) e a condi¢do degradante (oxidativa, neutra, fotolitica, 4cida e alcalina),

submetidas as condic¢des de estresse correspondentes.

As

condigdes de degradacdo que promoveram o aparecimento de outros picos

cromatograficos, o parametro de resolucao foi avaliado. A resolugdo ¢ a medida da separagdo entre

dois picos adjacentes, calculada conforme Equagdo 9 (USP 37, 2014). A resolugdo foi considerada

satisfatoria quando o valor foi igual ou superior a 2,0, conforme recomendado pela FDA (2004).
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Rs = 2 X (tra — tr1) Equacio 9
(wy + wq)
Em que:

Rs = Resolugdo cromatografica obtida entre o pico principal do AF e seus produtos de
degradagao

tr2 € tr; = Tempos de retencao do segundo e do primeiro pico, respectivamente

w, e w; = Larguras correspondentes as bases do segundo e do primeiro pico,

respectivamente, obtidos pela medida da tangente

10.2.1.4.3 Precisao

A precisao do método foi avaliada em triplicata, em dois niveis: repetibilidade e precisao
intermedidria. Na precisdo por repetibilidade foram analisadas nove determinagdes contemplando o
intervalo linear do método, ou seja, foram utilizadas trés concentracdes: baixa (5,0 pg/mL), média
(50,0 pg/mL) e alta (95,0 pg/mL) da solucao do produto acabado. O preparo da solucao estoque do
produto acabado na concentragdao de 100,0 ng/mL foi realizado conforme descrito no item 10.2.1.3
(10 minutos de banho ultrassonico). Posteriormente, aliquotas de 0,25; 2,5; 4,75 mL desta solucao
foram transferidas para baldes volumétricos de 5 mL e os volumes foram completados com FM
(acetonitrila e agua, 72:28 v/v, pH 3,5 ajustado com acido acético), para obter solugdes de trabalho
nas concentragdes de 5,0; 50,0; 95,0 pg/mL, respectivamente. Estas amostras foram submetidas a
analises sucessivas, realizadas no mesmo dia, sob as mesmas condi¢des experimentais, mesmo
laboratorio e mesmo analista, cujos resultados foram avaliados com base no DPR.

A determinagdo da precisdo intermedidria foi realizada da mesma forma que a precisdo por
repetibilidade, no entanto, as amostras foram submetidas a analises realizadas em dias diferentes
(inter dia) e por analistas diferentes (entre analista), mas sob as mesmas condigdes experimentais e
mesmo laboratério. Os resultados foram avaliados com base no DPR, e também por meio da
diferencga entre as areas médias dos picos cromatograficos referente ao experimento realizado por

cada analista (Equacao 10).

my m;
Dif (%) = —— = x 100

m, Equacgdo 10

Em que:
Dif = Diferenca em porcentagem entre as analises (%)
m; = Média das medidas referente ao experimento realizado pelo analista 1

mp = Média das medidas referente ao experimento realizado pelo analista 2
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10.2.1.4.4 Limite de detecc¢ao e limite de quantificacdo

No método por CLAE, o LD pode ser avaliado visualmente, ou por meio da relagdo sinal-
ruido, ou ainda por meio inclinagdo da curva analitica, € o LQ pode ser determinado utilizando trés
vezes o valor do LD obtido visualmente, ou pela relagdo sinal-ruido, ou pela estimativa do DPR do
coeficiente linear de trés curvas analiticas ou também por meio da inclinagdo da curva analitica
(ANVISA, 2003a; ICH, 2005). Nesse sentido, o LD e LQ foram calculados de acordo com as
Equacgdes 2 e 3, respectivamente, cujos resultados consistiram em informag¢des adicionais, mas nao
necessarias para a finalidade proposta, uma vez que estes parametros ndo sao exigidos para a
intengdo do método desenvolvido, pois pertence a Categoria I, segundo a Tabela 2 (ANVISA,
2003a).

10.2.1.4.5 Exatidao

A exatiddo foi determinada pelo ensaio de recuperagdo, também chamado de fator de
recuperacao (ANVISA, 2003a; ICH, 2005), no qual quantidades conhecidas do AF SQR foram
adicionadas a quantidades conhecidas do produto acabado. A recuperagdo foi realizada em trés
niveis de recuperacdo, conforme estabelecido pela FDA (2004; 2012), a partir da concentra¢ao do
meio da curva (50,0 pg/mL = R, — 100%), sendo que, o R; consistiu em 80% (40,0 pg/mL) e R3 em
120% (60,0 ng/mL) da concentracdo de 50,0 pg/mL.

As solugdes estoques do AF SQR e produto acabado, na concentragdo de 100,0 pg/mL foram
preparadas conforme descritas nos itens 10.2.1.2 e 10.2.1.3 (10 minutos de banho ultrassonico),
respectivamente. Posteriormente, foram realizadas diluigdes para obter solu¢cdes com concentracao
de 5,0 ug/mL, transferindo 0,25 mL das solugdes estoques, para baldes volumétricos de 5 mL e os
volumes foram completados com FM (acetonitrila e agua, 72:28 v/v, pH 3,5 ajustado com acido
acético). Em outros baldes volumétricos de 5 mL identificados como R, R,, R3, foram transferidas
aliquotas de 0,25 mL da solugdo estoque do produto acabado e aliquotas de 1,75; 2,25; 2,75 mL da
solugdo estoque do AF SQR, respectivamente, ¢ os volumes foram completados com FM, para obter

solugdes com concentracdes de 40,0; 50,0; 60,0 pg/mL, conforme demonstrado na Tabela 16.
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Tabela 16- Preparo das solug¢des para o ensaio de recuperacdo do método por CLAE

Produto acabado (mL) AF SQR (mL) Concentragao

[100,0 pg/mL] [100,0 pg/mL] final (ng/mL)
Produto acabado 0,25 -—— 5,0
R, 0,25 1,75 40,0
R, 0,25 2,25 50,0
R3 0,25 2,75 60,0
AF SQR - 0,25 5,0

AF SQR' 4cido fusidico substincia quimica de referéncia

A porcentagem do AF recuperada foi calculada por meio da Equacdo 11, determinada pela

Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002).

R(%) = [%] x 100 Equagdo 11

Em que:

R = Fator de recuperacdo em porcentagem (%)

Cr = Concentragdo encontrada da solu¢do do produto acabado adicionada da SQR (pg/mL)
Cp = Concentra¢ao encontrada do produto acabado (pg/mL)

Csor = Concentragao teodrica adicionada da solugdo da SQR (ng/mL)

10.2.1.4.6 Robustez

A robustez do método por CLAE foi analisada pelo Teste de Youden, por meio de
doseamento (Equacdes 12 e 13), utilizando solu¢des do AF SQR e produto acabado, na
concentracao de 50,0 pg/mL, preparadas conforme descrito nos itens 10.2.1.2 ¢ 10.2.1.3 (10 minutos

de banho ultrassonico), respectivamente.

C — Ap X CSQR

p Equacdo 12

Asqr

Em que:

C, = Concentrag¢ao do produto acabado (pg/mL)

A, = Area do pico do produto acabado

Csor = Concentracdo da substancia quimica de referéncia

Asqr = Area do pico da substancia quimica de referéncia
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C, x 100
Ce

Cp(%) = Equacao 13

Em que:
C, = Concentragao percentual do produto acabado (%)
C, = Concentragdo do AF encontrada no produto acabado (ng/mL)

C: = Concentracao teérica do AF presente no produto acabado (pug/mL)

No Teste de Youden sdo avaliadas sete variaveis, combinadas em oito experimentos, na qual
as condigdes nominais (normais) sdo representadas por letras maitisculas e as condi¢des alteradas,
por letras minusculas, conforme demonstrado no Quadro 2. As condig¢des alteradas consistem em
pequenas e deliberadas variagdes promovidas nos valores nominais. Estas condigdes devem ser
condizentes com a realidade pratica, e por este motivo, foram realizadas modificagdes tanto
“inferiores” como “superiores”, nos parametros cromatograficos (Tabela 17).

Os resultados, representados pelas letras de s a z (Quadro 2), sdo obtidos por meio da
subtracdo da média dos valores das condigdes nominais, em relagdo aos valores das condigoes
alteradas. Para que o método seja considerado robusto, estas diferen¢as devem ser menores que o

valor resultante de duas vezes o DP de todas as médias do ensaio (YOUDEN; STEINER, 1975).

Quadro 2- Teste de Youden

Varidveis Experimentos

1 2 3 4 5 6 7 8

Vi A A A A a a a a

V2 B B b b B B b b

V3 C c C c C c C c

V4 D D d d d d D D

\A) E e E e e E e E

V6 F f f F F f f F

\%/ G g g G g G G g
Resultados | s t u v w X v z

Fonte: YOUDEN; STEINER, 1975
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Tabela 17- Parametros analiticos e suas alteragdes “inferiores” e “superiores” utilizados para avaliar

a robustez do método por CLAE

Alteracoes
“inferior” e “superior”
Lote da coluna Agilent” A: BO8125

Variavel

V1

(250 x 4,6 mm, 5 pum) a: B09180
B:3)5
2 pH ’
vz p b:34¢3.6
V3 Vazio (mL/min) C:1,0
azdo (mL/min
a0 c:09el,1
D:J. T. Bak
V4 Marca da acetonitrila d: Tedia axer
Vs Proporc¢ao da FM E: 72:28
(acetonitrila e agua) e: 70:30 e 74:26
F: 210
V6 Comprimento de onda (nm) £:209 e 211
G: 25
V7 Temperatura da sala (°C) o: 23 ¢ 27

10.2.1.5 Determinacio do teor do acido fusidico no produto acabado

O teor do AF no produto acabado foi determinado por meio de calculos, conforme
demonstrado nas Equacdes 12 e 13, em triplicata. Para a realizagdo deste ensaio, foram preparadas
solugdes do AF SQR (item 10.2.1.2) e do produto acabado (item 10.2.1.3, utilizando 10 minutos de

banho ultrassdnico) na concentragdo de 50,0 pg/mL.

10.2.2 Resultados
10.2.2.1 Desenvolvimento do método cromatografico

Nos ensaios preliminares, o comprimento de onda selecionado foi 220 nm (Figura 21), pois o
alcool metilico utilizado em alguns ensaios durante o desenvolvimento do método, apresenta
absor¢do em aproximadamente 205 nm ¢ a utilizacdo de comprimento de onda menor do que foi
selecionado promoveria interferéncia nas analises. Na Tabela 18 estdo dispostos os parametros

cromatograficos estabelecidos para o método por CLAE.
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Figura 21- Espectro na regido do UV do AF SQR na concentra¢do de 35 pg/mL em alcool etilico

(SRR}

0,800 \

o,400 1

Abs.

(S -Rlnly o \ -

0,000

Rl u] . . L
ZO0LO0 2RO, 00 CR00L 00 RS0, 00 S, oo
nm.

Rosa: acido fusidico substancia
quimica de referéncia. Azul:
alcool etilico

Tabela 18- Parametros cromatograficos estabelecidos para a determina¢ao do AF no produto

acabado, pelo método de CLAE

Coluna Zorbax Eclipse XDB Cg Agilent” (4,6 x 250 mm, 5 pm)
Pré—coluna Metaguard Polaris 4,6 mm 5U C3s PTC — Agilent®
Deteccao UV/Vis
Comprimento de onda 210 nm

i Acetonitrila e agua 72:28 (v/v),
Fase movel . L. ”
pH 3,5 ajustado com acido acético

Vazao 1,0 mL/min
Volume de injecio 20,0 uL
Modo de eluicao Isocratico
Temperatura 25°C+ 1°C

10.2.2.2 Conformidade do sistema cromatografico
Os resultados dos parametros de assimetria do pico, fator de reten¢do e numero de pratos,
bem como tempo de retenc¢do e area do pico cromatografico do AF SQR, estdo demonstrados na

Tabela 19.
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Tabela 19- Analise de conformidade do sistema cromatografico desenvolvido para determinagao do

AF por CLAE

Assimetria Fator de retencdo N°de pratos Tempo de

(<2,0) =2,0) (>2000)  retencio T

1,00 2,05 13264,70 8,128 948315

1,00 2,04 13229,82 8,143 945820

1,00 2,05 13298,35 8113 949291

1,00 2,05 13156,60 8,164 940586

1,00 2,04 13208.41 8151 944292

1,00 2,05 13273,90 8,127 948974

1,00 2,05 13247,13 8,130 947059

Média 1,00 2,05 13239,84 8,137 946334
DPR (%) 0,00 0,24 0,36 0,21 0,33

DPR: desvio padrio relativo

10.2.2.3 Desenvolvimento do método de preparo do produto acabado - Extracao
Os resultados do procedimento de extracdo encontram-se nas Tabelas 20 e 21. A pureza do
pico cromatografico do AF no produto acabado foi comprovado utilizando detector DAD (Figura

22), e o grau de pureza calculado pelo software foi de 100%.

Tabela 20- Areas do pico do AF no produto acabado, em relagido ao tempo de extragdo

5 min 10 min 15 min 30 min
940576 987366 990128 986115
936703 986439 990805 985427
939861 989297 981152 991520
Média 939046,67 987700,67 987361,67 987687,33
DPR (%) 0,22 0,15 0,55 0,34

DPR: desvio padrio relativo

Tabela 21- Analise estatistica (ANOVA) dos valores da area do AF obtidos no procedimento de extragao
nos tempos de 10, 15 e 30 minutos, utilizando o método por CLAE

ANOVA

Fonte da variacdo SO gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 221157,5556 2 110578,778 0,0078 0,9922  5,1433

Dentro dos grupos 84591862 6 14098643,7

Total 84813019,56 8
gl: graus de liberdade; MQ: médias quadraticas; SQ: soma dos quadrados
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Figura 22- Cromatograma, espectro de absor¢do na regido do UV e curva de pureza do pico

cromatografico do AF presente no produto acabado

mAU
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25+

0
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125 100 Purity Curve 7\ Peak]

[zero Line
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(A) cromatograma do produto acabado. (B) espectro na regido ultravioleta do pico cromatografico do 4cido fusidico
presente no produto acabado. (C) curva de pureza do pico cromatografico do acido fusidico presente no produto acabado

10.2.2.4 Validagciao do método de cromatografia liquida de alta eficiéncia
10.2.2.4.1 Linearidade e faixa linear de trabalho

Os valores das areas do AF SQR obtidos durante avaliacdo da linearidade do método estdao
demonstrados na Tabela 22. Os resultados obtidos na analise estatistica (ANOVA) estdo dispostos
na Tabela 23. Nas Figuras 23, 24 e 25, encontram-se a curva analitica construida a partir das médias
das areas dos picos cromatograficos do AF SQR, nas concentragdes de 5,0; 20,0; 35,0; 50,0; 65,0;

80,0 € 95,0 ug/mL, faixa linear de trabalho e a analise de residuos, respectivamente.
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Tabela 22- Valores das areas, médias, DP ¢ DPR das areas referentes ao pico do AF SQR

traci . ‘
Concentracio Area Area média+ DP DPR (%)
(ng/mL)
104385
103906,33 +
10382 :
5,0 03827 44434 043
103507
397918
+
20,0 394690 lessm .
395641 ’
672919 670186.33 +
35.0 671913 3894,52 08
665727 ’
o 333532 94903433 + 0.40
, 3786,31 ’
952712
1244971
+
65.0 1242341 12123?4;13 0,61
1256641 ’
1540050 154002033 +
80.0 1547427 2421 54 0,48
1532584 ’
1811303 1819925.,67 +
95,0 1823216 536,90 0,41
1825258 ’

DP: desvio padrdo; DPR: desvio padrdo relativo

Tabela 23- Analise estatistica (ANOVA) dos valores de area determinados na obtengdo da curva analitica do

AF SQR, utilizando o método por CLAE

gl YY) MQ F F de significacio
Regressio 1 2,2936E+12  2,29357E+12  42906,6545" 4,97604E-11
Residuo 5 267274056  53454811,17
Total 6 2,2938E+12
Coeficientes  Erro padrio Stat t valor-P 95% inferiores 95% superiores
Intersecdo 7004,492063  5371,09191 1,304109516  0,249001226 -6802,339225 20811,32335
Variavel X 1 19080,31111  92,1134662  207,1392153  4,97604E-11 18843,52591 19317,09631

p<0,05
gl: graus de liberdade; MQ: médias quadraticas; SQ: soma dos quadrados
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Figura 23- Curva analitica do AF SQR obtida por CLAE
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Figura 24- Faixa linear de trabalho do AF SQR, obtida por CLAE
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Figura 25- Analise de residuos do AF SQR, obtida por CLAE
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10.2.2.4.2 Seletividade e estudo de degradacao forcada

Na Figura 26 estdo sobrepostos os cromatogramas referentes ao AF SQR, produto acabado,
placebo e FM (acetonitrila e agua 72:28 v/v, pH 3,5 ajustado com acido acético). Como pode ser
observado, nenhum adjuvante presente na formulagdo do creme coeluiu com o AF, interferindo na

analise.

Figura 26- Seletividade do método por CLAE

uV(x10,000)

L T e e T ML e L e e e e L e e e e L e e T L e e e LA e e LA
00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 min

Vermelho: acido fusidico substancia quimica de referéncia. Preto: produto acabado. Azul: placebo. Verde:
fase movel (acetonitrila e agua 72:28 v/v, pH 3,5 ajustado com acido acético)

Em relacdo ao estudo de estresse, na Tabela 24 encontram-se os resultados obtidos nas
condi¢des de degradacdo oxidativa, neutra, fotolitica, 4acida e alcalina. As sobreposi¢does dos
cromatogramas obtidos ap0s estas degradagdes em relagao ao branco, encontram-se nas Figuras 27 a
31. Picos de degradagdo adicionais foram observados nas condigdes neutra, fotolitica e acida, cujas

resolucdes cromatograficas foram 2,49, 12,70 e 11,36, respectivamente.
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Tabela 24- Degradacdes oxidativa, neutra, fotolitica, acida e alcalina do AF SQR, analisada por

CLAE

L. , Valor -
Condicao de Estresse Tempo Area remanescente (%) Degradacao (%)

To 901509 94,99 5,01

Oxidativa Tin 811306 85,67 14,33
Tsp 39434 4,16 95,84

To 945092 99,50 0,50

Tin 941939 99,25 0,75

Neutra Tsp 940295 99,00 1,00

Ton 913181 96,22 3,78

Toan 878964 92,62 7,38

Tagn 813703 85,74 14,26

T7on 686187 72,30 27,70

Ty 945702 99,65 0,35

Tin 943067 99,37 0,63

Tsp 938815 98,92 1,08

Fotolitica Ton 907679 95,64 4,36
Toan 901835 96,08 3,92

Tagn 889723 93,75 6,25

Tédias 888964 93,67 6,33

T10dias 816855 86,07 13,93

To 918419 96,77 3,23

- Tin 908076 95,68 432

| Acida y Tsn 875212 92,22 7,78
(HC10,01 mol/L) Ton 811629 85,52 14,48
Toan 663337 69,90 30,10
Alcalina To 778535 82,03 17,97
(NaOH 0,001 mol/L) Tin 615019 64,80 35,20
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Figura 27- Degradacdo oxidativa do AF SQR, analisada por CLAE nos tempos 0, 1 he 5 h em

comparagao ao branco
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Figura 28- Degradacao neutra do AF SQR, analisada por CLAE nos tempos 0, 1 h, 5 h, 9 h, 24 h,

48 h e 72 h em comparacao ao branco
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48 h (preto), 72 h (azul) e branco (marrom)

Figura 29- Degradacao fotolitica do AF SQR, analisada por CLAE nos tempos 0, 1 h, 5 h, 9 h, 24 h,

48 h, 6 dias e 10 dias em comparacdo ao branco
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Figura 30- Degradagdo 4cida (HCl 0,01 mol/L) do AF SQR, analisada por CLAE nos tempos: 0,

1 h,5h,9he 24 hem comparagdao ao branco
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Figura 31- Degradacao alcalina (NaOH 0,001 mol/L) do AF SQR, analisada por CLAE no tempo 0

e 1 h em comparagdo ao branco
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10.2.2.4.3 Precisao

Os resultados da precisdio do método por repetibilidade e precisdo intermediaria estdo

dispostos na Tabela 25 e 26, respectivamente.
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Tabela 25- Precisao por repetibilidade do método por CLAE

Concentracao . . DPR médio
tdin 4+ o
(ug/mL) Area  Area média+ DP DPR (%) total (%)
108930
5,0 108752 Loi%?g ’9657 0,99
106989 ’
977933
50,0 985407 175352’5657 0,83 0,80
969249 ’
1861386
95,0 1885479 Lgfgg?g&;g 0,89
1893760 ’
DP: desvio padrdo; DPR: desvio padrao relativo
Tabela 26- Precisao intermediaria do método por CLAE
ANALISTA 1 ANALISTA 2
Concentracao Area Area média DPR Area Area média DPR  Dif média
(ug/mL) +DP (%) + DP (%) total (%)
108930 108812
50 108752 LOSNOT 099 1oss3 0100 1as
106989 ’ 106281 ’
977933 975625
50,0 985407 9!;8;69,56 57 0,83 990514 (i8;299§ ’53 S 0,76 0,72
969249 ’ 984641 ’
1861386 1889630
95,0 1885479 ISROSS3ogo 1gmazss (STZINOD g5
1893760 ’ 1854167 ’

Dif: diferenga em porcentagem entre as analises; DP: desvio padrdo; DPR: desvio padrio relativo

10.2.2.4.4 Limite de deteccao e limite de quantificacio
Os valores calculados para o LD e LQ foram 0,43 pg/mL e 1,31 pg/mL, respectivamente.

10.2.2.4.5 Exatidao
A recuperagdo média calculada no ensaio de exatidio foi de 101,22%, conforme

demonstrado Tabela 27.
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Tabela 27- Exatidao do método por CLAE

Concentracao Concentracio . Recuperacio Recuperacio
final esperada final encontrada %) média (%) DPR (%)
(ng/mL) (ng/mL)
R, 40,0 40,68 100,63
R, 50,0 50,88 101,38 101,22 0,52
R3 60,0 61,16 101,64

"Média de trés determinagdes. DPR: desvio padrio relativo

10.2.2.4.6 Robustez
Os teores do AF determinados nos experimentos estao dispostos na Tabela 28. Os resultados
dos efeitos de cada varidvel, em relacdo as alteragdes “inferiores” e ‘““superiores” nos parametros

cromatograficos encontram-se na Tabela 29.

Tabela 28- Teores do AF determinados na analise da robustez do método por CLAE

Teores

Experimento A.ltera.gtﬁo Altera.g:ﬁo
“inferior” ‘“superior”

1 104,00 104,00

2 105,58 104,61

3 104,48 103,44

4 104,95 103,16

5 105,17 104,37

6 102,51 103,97

7 105,26 104,36

8 104,58 103,28

Média 104,57 103,90

DP 0,97 0,55

DP: desvio padrio

Tabela 29- Efeitos observados na avalia¢do da robustez do método por CLAE

|Efeitos|
Varidvel éltera'g:ﬁo Altera.g:ﬁo
“inferior” “superior”
Lote da coluna 0,37 -0,20
pH -0,51 0,68
Vazao 0,32 0,29
Marca acetonitrila 0,58 0,33
Proporcao da FM -1,35 -0,45
Comprimento de onda 0,22 -0,39
Temperatura da sala -0,77 -0,05
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10.2.2.5 Determinacio do teor do acido fusidico no produto acabado
Na Tabela 30, estdo dispostos os resultados obtidos na determinagdo da concentragao

percentual (teor) do AF presente na formulacao de creme.

Tabela 30- Determinacdo do teor do AF no produto acabado pelo método por CLAE

Area Area
AF SQR  Produto acabado Co (%)
942065 975949 103,60
939933 983531 104,64
954249 990152 103,76
Média 945415,67 983210,67 104,00
DPR (%) 0,82 0,72 0,54

AF SQR: acido fusidico substancia quimica de referéncia;
C,: concentra¢ao percentual; DPR: desvio padrio relativo

10.2.3 Discussiao

No desenvolvimento de um método por CLAE alguns parametros cromatograficos devem ser
avaliados, tais como, o tipo e tamanho da coluna cromatografica, composicdo, vazao ¢ modo de
eluicao da FM, volume de inje¢do da amostra, necessidade da utilizagdo de pré-coluna e de forno de
coluna. Neste estudo, a coluna cromatografica, pré-coluna, volume de injecdo, modo de eluigdo da
FM e temperatura de analise foram previamente determinados antes da realizagdo dos ensaios
preliminares.

O tamanho da coluna interfere significativamente na eficiéncia cromatografica, pois ¢ através
deste segmento que ocorre o equilibrio termodindmico entre FM, FE e analito(s) de interesse
(SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010). Seguindo este raciocinio, quanto maior for o
comprimento da coluna, maior vai ser a eficiéncia cromatografica observada, desde que esta
comparagao seja realizada com colunas que apresentem particulas internas de mesmo tamanho.
Desta forma, testar uma coluna de tamanho menor da que foi utilizada na andlise provavelmente
diminuiria a eficiéncia cromatografica e, a utilizacdo de coluna maior, além de ndo ser comumente
utilizada em andlises de CLAE analitica (LANCAS et al., 2009), promoveria aumento no tempo de
analise.

A pré-coluna por apresentar capacidade de remover possiveis particulas que possam ter forte
interacdo com a FE (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010), foi necessaria durante as analises,

uma vez que a amostra analisada é composta por uma matriz considerada complexa.
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No cromatédgrafo a liquido utilizado, o sistema de introdu¢do de amostras foi manual
(20 pL). Neste tipo de injetor, a alteracao do volume de inje¢ao necessita da substitui¢do do loop, e
este procedimento ndo pode ser realizado. A alteracdo do loop se faz necessaria, principalmente,
quando modificagdes dos outros parametros cromatograficos ndo sdao suficientes para obter picos
com alta eficiéncia. O modo de eluigdo isocratico foi utilizado, pois ¢ indicado em analises de
compostos especificos (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010). Como o AF ndo necessita de
temperatura especifica, as analises foram realizadas em temperatura ambiente (25°C + 1 °C).

A FM que apresentou eficiéncia e sensibilidade adequadas, além de menor tempo de analise
(+ 8 min) foi composta por acetonitrila e dgua (72:28, v/v), pH 3,5 ajustado com &cido acético. A
acetonitrila, por ser um solvente de baixa viscosidade, possibilitou baixa pressdo do sistema
cromatografico. Sabe-se que a alta pressao pode levar a descompactacao das particulas no interior da
coluna e também pode danificar o selo da bomba, exigindo constante substituicdo. Além desta
vantagem, o fato da acetonitrila apresentar absor¢dao em aproximadamente 190 nm (SNYDER;
KIRKLAND; DOLAN, 2010), permitiu a utiliza¢do de um comprimento de onda menor (210 nm), o
que promoveu melhoria na sensibilidade do método, pois o AF apresenta maior absor¢ao em
comprimento de onda préoximo a 200 nm (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010), conforme
representado na Figura 21.

A determina¢do do pH da FM consiste em um pardmetro importante e que exige cautela, pois
pH muito acido pode comprometer a integridade do sistema cromatografico. Além disso, na escolha
do pH, deve ser levado em consideracao a ioniza¢do do analito para que o pico cromatografico ndo
apresente baixa eficiéncia e/ou encaudamento (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010). Nesse
sentido, o pH 3,5 foi selecionado, uma vez que no cromatograma utilizando FM com pH 4,0 foi
observado consideravel diminui¢do na eficiéncia cromatografica.

Em relacdo a vazao da FM foi observado durante os experimentos que, para obter fator de
retencdo satisfatorio, este parametro deveria apresentar valor menor que 1,3 mL/min, mas por outro
lado, a utilizagdo da vazdo de 0,5 mL/min ocorria alargamento do pico do AF. Desta forma a vazdo
selecionada para as analises foi de 1,0 mL/min.

O alargamento do pico cromatografico resulta de processos de difusdo e transferéncia de
massas. A difusao pode ser do tipo turbulenta, também chamada de difusdo de Eddy, ou pode ser do
tipo difusdo longitudinal. A difusdo turbulenta ocorre quando a molécula do analito realiza varios
caminhos ao passar por um caminho que apresenta canais irregulares. Assim as moléculas tomam
caminhos distintos, chegando ao final da coluna em tempos diferentes, causando alargamento da

area do pico. A difusdo molecular longitudinal ocorre quando as moléculas da amostra se difundem
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de uma regido de maior concentra¢do, para uma regiao de concentragdo menor. Ja a transferéncia de
massas consiste na difusdo de uma fase para a outra e de volta, cujo mecanismo pode ocorrer tanto
na FM quanto na FE. A transferéncia de massas na FM ¢ o processo no qual a amostra solubilizada
na FM ¢ trazida a superficie da FE. A transferéncia de massas na FE ¢ andloga (SNYDER;
KIRKLAND; DOLAN, 2010).

De acordo com os resultados apresentados, o método proposto apresentou vantagens em
relacdo aos métodos descritos na literatura, por promover reducdo do consumo de solventes
organicos ¢ da quantidade de residuos toxicos gerados ao meio ambiente, em que o volume de
injecdo, a vazdo da FM, bem como o tempo de retencdo do AF (£ 8 min), foram menores do que os
parametros encontrados nos métodos da literatura. Além disso, a FM € simples e ndo foi utilizada
solugdo tampao como constituinte da FM.

Testes que avaliam a conformidade do sistema (System suitability) devem ser realizados
antes do procedimento de valida¢do ou mesmo antes das andlises de rotina. O teste de conformidade
¢ definido como um conjunto de experimentos que visam garantir que o equipamento, bem como o
método que esta sendo desenvolvido ¢ capaz de gerar resultados com exatiddo e precisdo
satisfatorios (PASCHOAL; RATH, 2008).

Para o ICH (2005), a conformidade do sistema consiste em verificar se a resolucdo e a
repetibilidade do sistema cromatografico estdo adequados para a andlise pretendida, e estabelece que
este parametro deve ser considerado como parte integrante da validagdo do método. Assim, como o
sistema cromatografico deve ser qualificado, todos os equipamentos e varidveis que sa0 necessarios
no desenvolvimento de um método, como balanca analitica, vidrarias, estabilidade das solugdes, FM
e reagentes, também devem ser qualificados (PASCHOAL, RATH, 2008).

De acordo com a FDA (2004), para que a conformidade do sistema seja confidvel e
reprodutivel, ¢ necessario realizar no minimo dois dos seguintes testes: repetibilidade, resolucao,
assimetria, numero de pratos e fator de retengdo. A assimetria ¢ um parametro muito importante,
pois previne o encaudamento do pico cromatografico, que por sua vez, pode promover erros na
quantificagdo do(s) analito(s) de interesse (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010). A medida que
este valor aumenta o procedimento de integragdo e, por conseguinte, a exatiddo e precisao do
método sao menos confiaveis (FDA, 2004; USP 37, 2014).

O niimero de pratos pode ser afetado por varios fatores, incluindo as condigoes de analise, a
quantidade da amostra, o tipo de soluto e, principalmente, o comprimento da coluna cromatografica.
O fator de retencdo tem como finalidade assegurar que o método desenvolvido ¢ capaz de produzir

uma separacdo cromatografica adequada. Este parametro estd intimamente relacionado com o tempo
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de reten¢do do analito. Um fator de retenc@o baixo, desde que esteja dentro dos limites aceitaveis,
promove menor custo, menor tempo de analise e, consequentemente, diminui a formagao de
residuos (LANCAS, 2009; SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010).

Os testes de conformidade do sistema mostraram que os pardmetros cromatograficos
estabelecidos no desenvolvimento do método sdo capazes de fornecer resultados com precisdo e
exatidao confidveis, visto que, o valor médio de assimetria calculado apresentou-se abaixo do valor
limite de 2,0 e os valores médios do ntimero de pratos e do fator de retengdo foram superiores a
2000 e 2,0, respectivamente, conforme especificado pela FDA (2004). Além disso, foi verificada
precisdo adequada entre os valores de tempo de retencdo e das areas do pico cromatografico do AF,
cujos DPR encontraram-se abaixo de 2%, valor recomendado para testes de conformidade (FDA,
2004).

O método de preparo da forma farmacéutica de creme teve como principais objetivos, a
utilizacdo de pequena quantidade de solvente, minimizacdo da geragdo de residuos e,
principalmente, rapidez no preparo da amostra, por isso, optou-se pela utilizagio do banho
ultrassonico (BENDICHO et al., 2012). Como pode ser observado na Tabela 21, o tempo de
10 minutos foi suficiente para promover a extragdo do AF na matriz do creme, uma vez que nao
apresentou diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos tempos de 15 e 30 minutos
(F calculado = 0,0078 foi menor que o valor do F tabelado = 5,1433).

Apds o procedimento de extracdo, a pureza do pico cromatografico do AF presente na
amostra de creme foi avaliada com intuito de comprovar a auséncia de interferéncia dos adjuvantes
presentes na formulacdo. Esta andlise pode ser determinada de varias maneiras, entre elas, destacam-
se a espectrometria de massas e analise em DAD. O detector DAD ¢ composto por uma série de
fotodiodos que sdao posicionados lado a lado num cristal de silicio de modo que cada lambda ()
difratado pela grade atinja um diodo. A absorvancia de uma amostra pode ser determinada em todos
os A de modo simultaneo, por meio de varredura. Os softwares permitem determinar a pureza do
pico cromatografico por meio da comparac¢ao dos espectros na regido do UV obtidos em diferentes
pontos do pico, ou por meio da constru¢do de uma curva de pureza, ou ainda por meio de um calculo
especifico realizado pelo software, em que relaciona a razdo da absorvancia em cada ponto do pico
cromatografico (SNYDER; KIRKLAND; DOLAN, 2010).

Segundo o manual do software utilizado (LCSolution), a regido em que a curva de pureza se
desloca para valores abaixo de zero indica a presenca de impurezas, o que ndo foi observado na
analise (Figura 22, imagem C), pois a razdo permaneceu constante. Além disso, a pureza do pico

pode ser comprovada por meio da comparagao dos espectros em toda a sua extensdo e por meio do
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calculo realizado pelo software, cujo grau de pureza foi de 100%. Desta forma, o método
desenvolvido pode ser validado, pois demonstrou ser adequado para a determinagao do AF na forma
farmacéutica de creme dermatologico.

Na validagdo do método, o parametro de linearidade foi constatado no intervalo de
concentracao de 5,0 a 95,0 ug/mL, pois o r foi excelente (0,9999) e na andlise estatistica, o resultado
mostrou que o método apresenta regressao linear satisfatoria, ao nivel de significancia de 5%, pois o
p-valor (4,97604E™") foi inferior a 0,05. Além disso, na plotagem dos residuos, os pontos
apresentaram-se de forma aleatdria, o que também ¢ indicativo de boa regressdao. A faixa linear de
trabalho foi analisada considerando um DPR maximo de 5% (Figura 24), e segundo os resultados,
ndo apresentou desvios de linearidade, pois os DPR calculados em todas as concentragdes foram
praticamente nulos, o que mais uma vez, confirma a linearidade do método na faixa de concentragdo
estabelecida.

A seletividade do método foi comprovada, uma vez que os adjuvantes presentes na
formulacdo do creme, a fase movel, bem como os produtos de degradacdo ndo interferiram na
deteccdo, identificagdo e quantificagio do AF. Em todas as condi¢des de degradacao (oxidativa,
neutra, fotolitica, acida e alcalina) houve decréscimo do pico do AF, sendo que nas degradacdes
neutra, fotolitica e acida, picos adicionais foram observados, e as resolucdes foram satisfatorias. O
AF foi mais estavel a degradacdo fotolitica e apresentou maior degradacdo em condi¢do alcalina.
Além disso, foi comprovado que o método desenvolvido ¢ indicativo de estabilidade, pois foi capaz
de diferenciar o AF dos demais produtos de degradacdo observados.

Na andlise da precisao do método por repetibilidade e precisdo intermediaria, os DPR das
areas obtidas em todas as concentracgdes avaliadas, assim como a diferenga em porcentagem entre as
analises realizadas em dias diferentes e por analistas diferentes, ndo foram superiores a 2%,
indicando boa precisdo do método cromatografico.

Os valores de LD e LQ indicaram a capacidade do método para detectar e quantificar com
confiabilidade o AF em formulagdes de creme na faixa linear estabelecida.

O teste de recuperacdo demonstrou que o método apresenta exatiddo satisfatoria, pois
considerando o erro analitico de = 2%, o intervalo de recuperagdo pode variar entre 98-102%, e a
média recuperada foi de 101,22%.

Na analise da robustez pelo teste de Youden, nenhum efeito considerado significativo foi
observado no método quando submetido as alteracdes propostas, pois todas as alteragdes
“inferiores” apresentaram efeitos menores que 1,94, assim como nas alteracdes “‘superiores” 0s

efeitos foram inferiores que 1,10, valores estes que correspondem ao valor resultante de duas vezes
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o DP de todas as médias dos respectivos ensaios. O teste de Youden permite ndo s6 avaliar se o
método € robusto, mas também aponta a influéncia de cada parametro analitico nos resultados finais.
A ideia basica deste teste ¢ introduzir varias mudancas de uma sé vez, de tal maneira que os efeitos
das mudancas individuais possam ser determinados (INMETRO, 2011; YOUDEN; STEINER,
1975). Nesse sentido, o maior efeito observado entre as alteragdes “inferiores” e “superiores” foram
a variacao do solvente organico (1,35) e a variagdo do pH (0,68), respectivamente.

O teor médio do AF na forma farmacéutica de creme dermatoldgico foi de 104%, o qual
encontra-se de acordo com o intervalo de 90 a 110%, especificado na Farmacopeia Britanica (2010).

Portanto, o método cromatografico desenvolvido e validado, além de apresentar vantagens
em relacdo aos métodos descritos na literatura (tempo de retencdo, volume de injecdo, vazio e
composi¢do da FM), pode ser utilizado como indicativo de estabilidade, uma vez que apresentou
caracteristicas de performance apropriadas e satisfatorias (linearidade, seletividade, precisao, LD,
LQ, exatiddo e robustez), demonstrando ser adequado para a identifica¢do e quantificagdo do AF na

forma farmacéutica de creme dermatologico na rotina da industria farmaceéutica.
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11 METODO MICROBIOLOGICO POR TURBIDIMETRIA

O percentual médio dos antimicrobianos ¢ avaliada por meio da resposta do micro-organismo
teste frente ao farmaco. Esta resposta consiste em uma fungdo direta da concentracdo da substancia
ativa presente no produto comparada ao padrdao, que produz inibi¢do similar (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). Compéndios oficiais descrevem dois métodos para a avaliagdo do percentual
médio dos antimicrobianos: o método microbiologico por turbidimetria e por difusio em éagar
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; FARMACOPEIA BRITANICA, 2010; FARMACOPEIA
EUROPEIA, 2010; USP 37,2014).

No ensaio microbiologico por difusdo em 4gar, a substdncia em analise se difunde em meio
de cultura solido inoculado com o micro-organismo teste (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
Apo6s aproximadamente 21 horas, observa-se o halo de inibi¢do, cujo diametro é proporcional a
concentracao da amostra (HEWITT, 2003). Neste ensaio ¢ imprescindivel que se tenha crescimento
microbiano homogéneo para formagao de halos de inibi¢do regulares e bem delimitados. Dentre suas
limitagdes, destacam-se a dificuldade de difusibilidade de alguns firmacos no meio de cultura sélido
e a reatividade entre o meio de cultura e o farmaco em determinados casos. Estes limitantes podem
ser eliminados utilizando o método microbiologico por turbidimetria, que baseia-se na inibigdo do
crescimento microbiano medido pela turbidez (absorvancia) da suspensido de micro-organismos
sensiveis ao antimicrobiano, contidos em meio de cultura liquido (ESMERINO et al., 2004).

O método microbiologico por turbidimetria pode ser utilizado para avaliar o percentual
médio dos antimicrobianos de forma mais pratica e rapida, quando comparado aos tradicionais
ensaios microbioldgicos por difusdo em agar (PEDROSO; SALGADO, 2014; SILVA; SALGADO,
2015; TOTOLIL; SALGADO, 2013; VIEIRA; FIUZA; SALGADO, 2014). No entanto, solugdes
coloridas e turvas podem interferir na determinagdo da resposta. Em ambos os métodos, substancias
inibidoras de crescimento microbiano, como por exemplo, solventes organicos utilizados em
processos extrativos e substancias presentes na amostra, devem ser adequadamente neutralizadas
antes do inicio da realizag¢do do ensaio (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; RIPPERE, 1979).

Na literatura, existem alguns trabalhos que descrevem a quantificagio do AF em diversas
matrizes, utilizando o método de difusdao em dgar (BARTOSHEVICH et al., 1976; HIKAL; SHIBL,
A.; EL-HOOFY, 1982; KANAZAWA; KURAMATA, 1964; KOROLEVA, 1971), no entanto,
nenhum método utilizando o ensaio turbidimétrico foi encontrado. Neste contexto, o
desenvolvimento deste ensaio microbioldgico para avaliagdo do percentual médio do AF na forma
farmacéutica de creme dermatoldgico faz-se necessaria e indispensavel frente as vantagens deste

método em relagdo ao que atualmente € preconizado.
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11.1 Material e método
11.1.1 Ensaio

Neste método foi utilizado o ensaio de delineamento de retas paralelas 3x3 preconizado na
Farmacopeia Brasileira (2010). Como procedimento geral, no dia anterior ao experimento, tubos de
ensaio (25 x 150 mm) contendo 10 mL do meio de cultura devidamente fechados com tampao de
algoddo envolvido em gaze foram esterilizados por 15 minutos a 121°C, em autoclave vertical
modelo AV (Phoenix Luferco®), juntamente com erlenmeyer de 125 mL contendo 30 mL do mesmo
meio de cultura, alguns frascos de vidro, ponteiras e agua purificada (osmose reversa). Os meios de
cultura foram preparados conforme especificado nos rotulos pelos fabricantes, e as pesagens foram
realizadas em balanga semi-analitica modelo B160 (Microna1®).

Ap6s resfriamento do erlenmeyer contendo 30 mL do meio de cultura estéril, procedeu-se o
preparo do in6culo: os micro-organismos testes foram inoculados utilizando alga de platina em fluxo
laminar, e mantidos em estufa ECB 1.2 digital (Odontobras®™) a temperatura de 35°C + 2°C, durante
24 horas anteriores a realizacdo do experimento, para promover adequado crescimento.
Posteriormente, este indculo foi padronizado em espectrofotdmetro modelo DU 530 (Beckman
Coulter®) em 580 nm, obtendo-se transmitancia de 25% =+ 2% e utilizado imediatamente, conforme
recomendado na Farmacopeia Brasileira (2010).

No dia do experimento apds o preparo das solugdes, foram transferidos 200 puL das solucdes
de trabalho e quantidade especifica do in6culo padronizado para os tubo de ensaio, com auxilio de
micropipeta (Labmate soft™). Além destes tubos, foram preparados um tubo para o controle positivo
(10,0 mL de caldo, quantidade especifica de in6culo) e um para o controle negativo (10,0 mL de
caldo). Os tubos de ensaio foram acondicionados em incubadora shaker modelo MA420 (Marconi®),
com 32 rotagdes por minuto a temperatura de 35°C + 2°C, durante 4 horas. Apos o periodo de
incubacdo, interrompeu-se o crescimento bacteriano com adigdo de 500 pL de solugdo de
formaldeido 12% (Qhemis™) em todos os tubos, inclusive nos tubos controle positivo e controle
negativo, e procedeu-se a leitura em espectrofotometro a 530 nm.

Os seguintes materiais também foram utilizados: balanga analitica modelo H10 (Mettler
Toledo®), banho ultrassénico modelo USC2800A (Unique®), 4lcool etilico (LabSynth®) e papel de
filtro Qualy® (J. Prolab).

11.1.2 Desenvolvimento do método microbiologico por turbidimetria
No desenvolvimento do método microbiologico por turbidimetria, varios testes preliminares

foram realizados a fim de padronizar as condi¢des a serem utilizadas, tais como, micro-organismo,
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meio de cultura, solventes, concentragdes do inoculo e do farmaco. Os solventes utilizados no

preparo das solucdes foram estabelecidos antes da realizacdo dos experimentos, pois as solugdes

tampdes de pH 6 e pH 8 ndo foram adequadas para solubilizar a amostra de creme.

Sendo assim, foi utilizado 4lcool etilico no preparo da solugdo estoque e dgua purificada no

preparo das solucdes de trabalho. Os meios de cultura também foram previamente selecionados

frente a0 micro-organismo teste. No entanto, os parametros concentragdes do inodculo e do farmaco

foram modificados de acordo com o micro-organismo utilizado em cada ensaio (Tabela 31).

Tabela 31- Ensaios preliminares realizados durante o desenvolvimento do método microbiologico

por turbidimetria

Micro-organismo

Parametro

) . v" Meio de cultura: caldo BHI
Bacillus subtilis , . , )
v Solventes: alcool etilico ¢ dgua purificada
ATCC 9372 ~ .,
AL 1027 v' Concentrag¢des do indculo: 1%; 3%; 5%; 8%
v Concentragdes do AF: 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0; 64,0 ng/mL (Razdo 2)
_ ) ) v" Meio de cultura: caldo BHI
Kocuria rhizophila ] . ] )
v" Solventes: alcool etilico e 4gua purificada
ATCC 9341 - .,
AL 636 v Concentrac¢des do indculo: 4%; 6%; 8%
v Concentragdes do AF: 0,5; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; 16,0 pg/mL (Razdo 2)
Staphylococcus v" Meio de cultura: caldo BHI
aureus v" Solventes: alcool etilico e a4gua purificada
ATCC 25923 v Concentrag¢des do indculo: 3%; 5%; 7%
TIAL 1606 v Concentragdes do AF: 0,25;0,5; 1,0; 2,0; 4,0 pg/mL (Razio 2)
Staphvl. v' Meio de cultura: caldo BHI
a ococcus
Py v Solventes: alcool etilico ¢ dgua purificada
aureus
ATCC 25923 v Concentrag¢des do inoculo: 4%; 6%; 8%
IAL 1606 v" Concentragdes do AF: 0,5; 1,0; 2,0 ug/mL (Razdo 2) e 0,75; 1,5;
3,0 pg/mL (Razdo 2)
Staphylococcus v" Meio de cultura: caldo BHI
aureus v Solventes: alcool etilico ¢ dgua purificada
ATCC 6538 v Concentrag¢des do indculo: 5%; 6%; 7%; 8%
IAL 1851 v Concentragdes do AF: 0,25;0,5; 1,0; 2,0; 4,0 pg/mL (Razdo 2)
v" Meio de cultura: caldo casoy
Staphylococcus v" Solventes: alcool etilico e 4gua purificada
epidermidis v Concentrag¢des do indculo: 6%; 7%; 8%
ATCC 12228 v" Concentragdes do AF: 0,25; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ng/mL (Razdo 2), 0,3; 0,9;
IAL 2150 2,7 pg/mL (Razao 3), 0.4; 1,2; 3,6 pg/mL (Razido 3), 0,25; 0,75;

2,25 ng/mL (Razdo 3)

Mariane Machado Curbete



123
Método microbiologico por turbidimetria

Os ensaios foram realizados utilizando solugdes do AF SQR. Para o preparo da solugdo
estoque com concentra¢do de 250,0 pg/mL, foram pesados 12,5 mg da SQR, transferidos para balao
volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com dalcool etilico. Posteriormente, foram
preparadas as solug¢des de trabalho, em baldes volumétricos de 25 mL, completando o volume com

agua purificada.

11.1.3 Desenvolvimento do método de preparo do produto acabado — Extracao

Neste ensaio, quatro solugdes com o produto acabado na concentracao de 0,75 pg/mL foram
preparadas: em béquer de 50 mL, foram pesados 625,0 mg do produto acabado (equivalem a
12,5 mg do AF), adicionados 47 mL de 4lcool etilico e colocado em banho ultrassénico nos tempos
pré-estabelecidos (5, 10, 15 e 30 minutos). Apds estes tempos, estas solu¢des foram transferidas para
baldoes volumétricos de 50 mL e os volumes foram completados com alcool etilico, para obter
solugdo com concentragdo de 250,0 pg/mL. Em seguida, procedeu-se as filtragdes em frasco de
vidro utilizando papel de filtro e aliquotas de 5 mL destas solugdes foram transferidas para baldes
volumétricos de 50 mL, cujos volumes foram completados com alcool etilico, para obter solugdes
estoques com concentragdo de 25,0 ug/mL. Posteriormente, aliquotas de 0,75 mL destas solugdes
foram transferidas para baldes volumétricos de 25 mL e os volumes foram completados com agua
purificada, para obter solucdes de trabalho na concentracdo de 0,75 pg/mL.

Estas solugdes foram analisadas em triplicata, por meio de analise estatistica (ANOVA) das
absorvancias do AF nos diferentes tempos, sendo que a extragdo total foi considerada quando as

absorvancias foram estatisticamente iguais, considerando um nivel de significancia de 5%.

11.1.4 Validacao do método microbioldgico por turbidimetria
Na validagdo do método foram verificados os seguintes parametros: linearidade, seletividade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo e robustez, conforme exigido pela

ANVISA (2003a) e ICH (2005).

11.1.4.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir da média de trés curvas analiticas realizadas em dias
diferentes e consecutivos. Para analise deste parametro, foram utilizados 20 tubos de ensaio, sendo
trés tubos para cada concentracdo das solugcdes do AF SQR e do produto acabado, um para o
controle positivo (10,0 mL de caldo casoy, 600 puL de inoculo - Staphylococcus epidermidis a 6%) e

um para o controle negativo (10,0 mL de caldo casoy).
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Para o preparo das solu¢des do AF SQR, foram pesados 12,5 mg da SQR, transferidos para
baldo volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com alcool etilico, para obter solucao
estoque com concentracao de 250,0 pg/mL. Aliquota de 5 mL desta solucdo foi transferida para
balao volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com alcool etilico, para obter solugdao
estoque com concentragdo de 25,0 pg/mL. Posteriormente, aliquotas de 0,25; 0,75; 2,25 mL foram
transferidas para baldes volumétricos de 25 mL e os volumes foram completados com agua
purificada, para obter concentragdes de trabalho de 0,25; 0,75; 2,25 ng/mL, respectivamente.

A solugdo estoque do produto acabado na concentracdo de 25,0 ug/mL foi preparada
conforme descrito no item 11.1.3 (15 minutos de banho ultrassonico). Em seguida, aliquotas 0,25;
0,75; 2,25 mL foram transferidas para baldes volumétricos de 25 mL, cujos volumes foram
completados com &agua purificada, para obter as concentragdes de trabalho de 0,25; 0,75;
2,25 nug/mL, respectivamente.

O percentual médio do AF foi calculada por meio da equagdao de Hewitt (HEWITT, 2003),

descrita na Equacgado 14.

Percentual médio (%) = Antilog M x 100
M=F/b Equacao 14
b=E/

Em que:
F= 1/3 [(A1+A2+A3) - (};1+P-2+P-3)]
[ = logaritmo da razdo das doses

E = 1/4 [(As+P3) — (A;+P))]

Os resultados foram analisados pelo método dos minimos quadrados e o ensaio de
delineamento de retas paralelas 3x3 foi verificado por teste estatistico (ANOVA). A equacao da reta
foi construida em grafico logaritmo da concentracdo do firmaco em fungdo da média das

absorvancias de cada concentragao utilizada.

11.1.4.2 Seletividade
A seletividade do método foi verificada em triplicata, com intuito de confirmar se os
adjuvantes presentes na formulacdo do creme teriam algum efeito inibitério que interferisse na

analise. Este parametro foi avaliado por meio da andlise estatistica (ANOVA) entre as absorvancias
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da solu¢do da matriz isenta do analito (placebo) e das absorvancias do controle positivo (10,0 mL de
caldo casoy e 600 puL in6culo - Staphylococcus epidermidis a 6%).

A solugao estoque do placebo na concentragao de 25,0 ug/mL foi preparada da mesma forma
que a solucao do produto acabado descrita no item 11.1.3 (15 minutos de banho ultrassonico). No
entanto, a quantidade de AF que estaria presente na formulacdo (12,5 mg) foi descontada e a
concentracao de trabalho utilizada foi de 2,25 pg/mL, para simular a maior concentragdo da curva
analitica. Dessa forma, aliquota de 2,25 mL da solucdo estoque foi transferida para baldo

volumétrico de 25 mL e o volume foi completado com agua purificada.

11.1.4.3 Precisao

A precisao do método foi avaliada em triplicata, em dois niveis: repetibilidade e precisao
intermediaria. Na precisdo por repetibilidade foram analisadas nove determinagdes contemplando o
intervalo linear do método, ou seja, foram utilizadas trés concentragdes, concentracdo baixa
(0,25 pg/mL), média (0,75 pg/mL) e alta (2,25 pg/mL) da solucdo do produto acabado (item
11.1.4.1). Estas amostras foram submetidas a analises sucessivas, realizadas no mesmo dia, sob as
mesmas condigdes experimentais, mesmo laboratorio ¢ mesmo analista, cujos resultados foram
avaliados com base no DPR.

A precisdo intermediaria foi determinada por meio da andlise do percentual médio do AF
obtida em diferentes dias e por analistas diferentes. O preparo das solugdes e o calculo utilizado para
determinar a quantidade do AF no produto acabado estdo descritos no item 11.1.4.1. Os resultados
foram avaliados com base no DPR, e também por meio da diferenca entre os percentuais médios

determinados por cada analista, conforme demonstrado na Equagao 10.

11.1.4.4 Exatidao

A exatidao foi determinada pelo método de adigdo e calculada pela quantidade recuperada,
como demonstrado na Equacdo 11. Neste ensaio, foram preparados trés niveis de recuperagdo, a
partir da concentragdo do meio da curva (0,75 pg/mL = R, - 100%), sendo que o R; consiste em
80% (0,60 pg/mL) e Rz em 120% (0,90 pg/mL) da concentracao de 0,75 pg/mL.

As solugdes estoques do AF SQR e do produto acabado, na concentragdo de 25,0 pg/mL
foram preparadas conforme descrito nos itens 11.1.4.1 ¢ 11.1.3 (15 minutos de banho ultrassonico),
respectivamente. Posteriormente, foi preparada solucdo com concentracdo de 0,25 pg/mL,
transferindo 0,25 mL da solucdo estoque do produto acabado para baldao volumétrico de 25 mL e o

volume foi completado com &4gua purificada. As solugdes com concentracdes de 0,25; 0,75;
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2,25 nug/mL foram preparadas transferindo 0,25, 0,75 e 2,25 mL da solucao estoque do AF SQR para
baldes volumétricos de 25 mL, cujos volumes foram completados com agua purificada,
correspondentes ao AF SQR;, AF SQR; e AF SQR3;. Em outros baldes volumétricos de 25 mL
identificados como R;, Ry, R3, foram transferidas aliquotas de 0,25 mL da solucdo estoque do
produto acabado e aliquotas de 0,35, 0,50 e 0,65 mL da solucdo estoque do AF SQR,
respectivamente, € os volumes foram completados com agua purificada, para obter solugdes com

concentracdes de 0,60; 0,75; 0,90 pg/mL, conforme demonstrado na Tabela 32.

Tabela 32- Preparo das solucdes para teste de recuperacdo do método microbioldgico por

turbidimetria
Produto acabado (mL) AF SQR (mL) Concentracio teorica
[25,0 pg/mL] [25,0 pg/mL] final (ng/mL)

Produto acabado 0,25 -— 0,25

R, 0,25 0,35 0,60

R, 0,25 0,50 0,75

R; 0,25 0,65 0,90

AF SQR; - 0,25 0,25

AF SQR; - 0,75 0,75

AF SQR3; -—-- 2,25 2,25

AF SQR: acido fusidico substancia quimica de referéncia

11.1.4.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada por meio da altera¢do de quatro parametros: comprimento
de onda (528; 530; 532 nm), volume do meio de cultura nos tubos de ensaio (9,9; 10,0; 10,1 mL),
tempo de incubagdo do inoculo em banho de aquecimento sob agitacdo (3h55min; 4hOOmin;
4h05min) e marca do caldo casoy (Oxoid; Acumedia). Estes parametros foram analisados por meio
da determinacdo do percentual médio do AF e os resultados finais foram avaliados com base no
DPR das condi¢des normais frente as condi¢des alteradas. O preparo das solugdes e o céalculo

utilizado para determinar a quantidade do AF no produto acabado estdo descritos no item 11.1.4.1.

11.1.5 Determinag¢io do percentual médio do acido fusidico no produto acabado
O percentual médio do AF no produto acabado foi determinado por meio do calculo
demonstrado na Equacgdo 14. Este ensaio foi realizado em triplicata, conforme descrito no item

11.1.4.1.
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11.2 Resultados
11.2.1 Desenvolvimento do método microbiologico por turbidimetria

Os parametros microbioldgicos estabelecidos para o método turbidimétrico estao

apresentados na Tabela 33.

Tabela 33- Parametros estabelecidos para a determinacdo do AF no produto acabado pelo método

microbiologico por turbidimetria

Parametro Descricao
Micro-organismo Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228, IAL 2150)
Meio de cultura caldo casoy

alcool etilico (solugao estoque) e

Solvent
otventes agua purificada (solugdes de trabalho)
Concentragao do inéculo 6%
Concentragoes do AF 0,25;0,75; 2,25 pg/mL

11.2.2 Desenvolvimento do método de preparo do produto acabado — Extracao
Na Tabela 34 encontram-se os valores das absorvancias do AF presente nas amostras do
produto acabado, determinadas nos tempos de 5, 10, 15 ¢ 30 minutos. Os resultados obtidos na

analise estatistica (ANOVA) estdo dispostos na Tabela 35.

Tabela 34- Absorvancias do AF presente no produto acabado, em relagdo ao tempo de extracdo

Smin 10 min 15 min 30 min

0,361 0,349 0,333 0,335

0,370 0,360 0,337 0,339

0,359 0,340 0325 0,323

Média 0,363 0,350 0,331 0,333

DPR (%) 1,65 2,86 1,86 2,50

DPR: desvio padrao relativo

Tabela 35- Analise estatistica (ANOVA) dos valores de absorvancia do AF obtidos no procedimento de

extragdo nos tempos de 15 e 30 minutos, utilizando o método microbioldgico por turbidimetria

ANOVA

Fonte da variacao SO gl MQ F valor-P F critico
Entre grupos 2,24074E-06 1 2,24E-06 0,0418 0,8479 17,7086
Dentro dos grupos 0,000214296 4 5,36E-05

Total 0,000216537 5

gl: graus de liberdade; MQ: médias quadraticas; SQ: soma dos quadrados
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11.2.3 Validagio do método microbiologico por turbidimetria
11.2.3.1 Linearidade

Os valores de absorvancia obtidos durante avaliacdo da linearidade do método para as
solugdes em diferentes concentragdes do AF SQR e produto acabado, estio demonstrados na
Tabela 36. Os resultados do teste estatistico (ANOVA) para avaliar o delineamento de retas
paralelas, encontram-se na Tabela 37.

Na Figura 32 estdo representadas as curvas analiticas construidas a partir das médias das
absorvancias do AF SQR e do farmaco na forma farmacéutica de creme, nas concentracdes de 0,25;

0,75; 2,25 pg/mL.

Tabela 36- Valores das absorvancias determinados para a construgdo da curva analitica do AF, pelo

método microbioldgico por turbidimetria

Absorvancias (Média de trés determinacoes)

AF SQR; AF SQR; AF SQR; PA, PA, PA;
0,25 pg/mL) (0,75 pg/mL) (2,25 pg/mL) (0,25 pg/mL) (0,75 pg/mL) (2,25 pg/mL)
Analise 1 0,427 0,331 0,234 0,424 0,325 0,231
Analise 2 0,439 0,333 0,236 0,431 0,329 0,234
Analise 3 0,415 0,328 0,240 0,411 0,322 0,242
Médias 0,427 0,331 0,236 0,422 0,325 0,235
DPR (%) 2,73 0,81 1,37 2,46 1,03 2,40

AF SQR: acido fusidico substancia quimica de referéncia; DPR: desvio padrdo relativo; PA: produto acabado

Tabela 37- Analise estatistica (ANOVA) dos valores médios das absorvancias determinadas na

obten¢do da curva analitica do AF, utilizando o método microbioldgico por turbidimetria

Fontes de variag¢do gl N MQ Fatcutado Fiabetado
Preparacao 1 0,0001 0,0001 1,54 4,96
Regressao 1 0,1066 0,1066 2408,93* 4,96
Paralelismo 1 0,0000 0,0000 0,26 4,96
Quadratico 1 0,0000 0,0000 0,44 4,96
Diferenca de | 0,0000 0,0000 0,18 4,96
quadratico
Entre doses 5 0,11 0,02 482,27 3,33
Entre tubos 2 0,00 0,00 1,88 4,10
Dentro (erro) 10 0,00 0,00 L
Total 17 0,11 ..
p<0,05

gl: graus de liberdade; MQ: médias quadraticas; SQ: soma dos quadrados
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Figura 32- Curva analitica das solu¢gdes do AF SQR e produto acabado, obtidas pelo método

microbiologico por turbidimetria
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11.2.3.2 Seletividade

Os resultados do parametro de seletividade do método microbiologico por turbidimetria estdo

dispostos nas Tabelas 38 e 39.

Tabela 38- Seletividade do método microbiologico por turbidimetria

Absorvancias
Controle positivo Soluc¢ao placebo
0,522 0,514
0,528 0,506
0,519 0,517
Média 0,523 0,512
DPR (%) 0,88 1,11

DPR: desvio padrao relativo

Tabela 39- Analise estatistica (ANOVA) do parametro de seletividade do método microbioldgico

por turbidimetria

ANOVA

Fonte da variacao SQ gl MQ F valor-P F critico

Entre grupos 0,00017 1 0,000171 6,
Dentro dos grupos 0,00011 4 2,67E-05
Total 0,00028 5

4 0,06468 7,70865

gl: graus de liberdade; MQ: médias quadraticas; SQ: soma dos quadrados
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11.2.3.3 Precisao
Os resultados da precisio do método por repetibilidade e da precisdo intermediaria,

encontram-se nas Tabelas 40 e 41, respectivamente.

Tabela 40- Precisdo por repetibilidade do método microbioldgico por turbidimetria

Concentracoes da solucao A . Absorvancia DPR médio
do PA (ng/mL) Absorvancias  (yiaspp  PPR(%0) total (%)

0,424

0,25 0,431 0,422 +£0,010 2,46
0,411
0,325

0,75 0,329 0,325 +£0,003 1,03 1,09
0,322
0,231

2,25 0,234 0,235+ 0,006 2,40
0,242

DP: desvio padrdo; DPR: desvio padrio relativo; PA: produto acabado

Tabela 41- Precisao intermediaria do método microbiologico por turbidimetria

Analistas e dias diferentes Percentual médio (%)

1 104,64

2 106,92

Média 105,78
DPR (%) 1,52
Dif (%) 2,13

Dif: diferenga em porcentagem entre as analises;
DPR: desvio padrio relativo

11.2.3.4 Exatidao

Os resultados obtidos para cada nivel de concentragdo analisada na avaliacdo da exatidao do

método, estdo apresentados na Tabela 42, cujo valor médio da recuperacgio foi de 101,95%.

Tabela 42- Exatidao do método microbioldgico por turbidimetria

Concentracao Concentracao . Recuperagio  Recuperagiio DPR
final esperada final encontrada (%) média (%) (%)
(1] (1] (1]
(pg/mL) (pg/mL)
R, 0,60 0,63 102,54
R, 0,75 0,79 103,84 101,95 0,90
R; 0,90 0,93 99,47

"Média de trés determinagdes. DPR: desvio padrio relativo
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11.2.3.5 Robustez
Os valores médios calculados do percentual médio do AF durante a avaliagdao da robustez do
método, bem como os DPR obtidos apds as modificagdes dos parametros microbioldgicos estdo

apresentados na Tabela 43.

Tabela 43- Parametros da avaliacdo da robustez do método microbiologico por turbidimetria para

analise do AF

Parametros Percentual médio do Média DPR DPR médio

Variavel avaliados  4cido fusidico (%) (%) (%)  total (%)

C . ‘0 d d 528 103,05

omprimento de onda 530 104,13 103,93 0,77
(nm) 532 104,61
. 9.9 99,73

Volume do(ﬁeﬁ()) de cultura 10.0 104,74 103,78 3,54

10,1 106,88 2,10

. . 3h55min 99,86

Tem[;) de.‘llncub;?ao do 4h00min 103,84 103,20 2,96
. epidermidis 4h05min 105,88
Oxoid 103,91

Marca do caldo casoy Acumedia 105.58 104,74 1,13

DPR: desvio padrao relativo

11.2.4 Determinac¢io do percentual médio do acido fusidico no produto acabado
Na Tabela 44, encontram-se os resultados obtidos na determinacao do percentual médio do

AF na amostra de creme.

Tabela 44- Percentual médio do AF no produto acabado, calculado a partir do método

microbioldgico por turbidimetria

Percentual médio (%)

104,65

105,26

103,90

Média 104,60
DPR (%) 0,70

DPR: desvio padrdo relativo
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11.3 Discussao

O método microbioldgico por turbidimetria é mais sensivel e rapido em relagdo aos ensaios
de difusdo em agar. A primeira vantagem se deve a utilizacdo de meio de cultura liquido em que a
solu¢do em analise, por difundir-se mais facilmente, responde a concentragdes menores do farmaco,
e a outra vantagem esta relacionada com o tempo incubag@o, uma vez que este método necessita de
apenas 4 horas e no ensaio de difusdo em agar, sdo necessarias cerca de 21 horas de incubagdo do
micro-organismo para obten¢ao do resultado (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Nos ensaios microbiologicos, o firmaco deve apresentar resposta significativa frente ao
micro-organismo teste (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Nesse sentido, diferentes micro-
organismos foram testados em combinacdo com alteracdes das condi¢des microbiologicas, a fim de
encontrar uma faixa linear adequada para quantificacao do AF no produto acabado.

Nos testes preliminares, foi observado que o AF ndo apresentou agao inibitoria sobre o
Bacillus subtilis, mesmo utilizando concentracdo alta do farmaco (64,0 pg/mL) e concentragao baixa
do in6culo (1%), cujas respostas foram praticamente iguais ao controle positivo. O micro-organismo
Kocuria rhizophila ndao apresentou bom crescimento nos trés meios de cultura testados, indicando
controles positivos muito baixos, mesmo utilizando in6culo a 8%.

Cepas de Staphylococcus aureus apresentaram respostas lineares apropriadas entre as
concentracdes do AF e a sua acgdo inibitéria sobre o micro-organismo teste. No entanto, optou-se
pelo micro-organismo Staphylococcus epidermidis, o qual mostrou alta sensibilidade frente ao
farmaco, 6tima reprodutibilidade e linearidade adequada, além de ser considerado micro-organismo
de baixa patogenicidade. Em relacdo aos meios de cultura BHI e casoy, ambos promoveram
crescimentos satisfatorios e semelhantes para o micro-organismo teste, sendo assim, optou-se pelo
caldo casoy, por apresentar baixo custo em relagdo ao outro meio de cultura testado.

O método de preparo da amostra do produto acabado baseou-se no mesmo principio proposto
em CLAE, no entanto, o solvente extrator utilizado foi o alcool etilico € o tempo necessario para a
extragdo do AF na matriz do creme foi de 15 minutos (Tabela 35), pois ndo apresentou diferenca
estatisticamente significativa em relagdo ao tempo de 30 minutos (F calculado = 0,0418 foi menor
que F tabelado =7,7086).

Em relagdo aos parametros de validagdo do método, a linearidade foi comprovada, uma vez
que nos ensaios de delineamento de retas paralelas, especificado na Farmacopeia Brasileira (2010),
os parametros “quadratico”, “diferenca de quadratico” e “paralelismo” nao foram significativos, pois

apresentaram F calculados menores que os F tabelados. Além disso, o método apresentou regressao
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significativa (F calculado = 2408,93 foi maior que o F tabelado = 4,96), ao nivel de significancia de
5% e valores excelentes de » para AF SQR (1,0) e produto acabado (0,9997).

A seletividade do método também foi comprovada, j4& que os valores das absorvancias
médias da solucdo do controle positivo e da solucdo placebo ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa (F calculado = 6,4 foi menor que F tabelado = 7,71), ao nivel de
significancia de 5%, além de apresentarem DPR baixos. Sabe-se que os efeitos inibitérios do sorbato
de potassio, conservante presente na matriz do creme ¢ do alcool etilico, utilizado como um dos
solventes durante o preparo das amostras, foram neutralizados por meio das dilui¢des realizadas no
ensaio (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; PINTO, KANEKO; PINTO, 2010).

Na analise do parametro de precisdo, os resultados igualmente mostraram ndo haver
diferencas significativas entre as analises realizadas no mesmo dia (precisao por repetibilidade) e em
dias diferentes e por analistas diferentes (precisdo intermediaria), pois os DPR das absovancias
obtidas em todas as concentragdes avaliadadas, assim como a diferenca em porcentagem entre as
analises realizadas em dias diferentes e por analistas diferentes ndo foram superiores a 5%,
indicando boa precisao do método.

O teste de adigdo demonstrou que o método apresenta exatidio satisfatoria, sendo que a
média recuperada foi de 101,95%, e este valor poderia variar entre 95-105%, considerando o erro
analitico do ensaio microbiologico de + 5% em relacdo ao valor verdadeiro.

Em relacdo a robustez do método, as modificagdes nos parametros (comprimento de onda,
volume de meio de cultura, tempo de incubac¢do do indéculo e a marca do meio de cultura) ndo
promoveram efeitos significativos, uma vez que os DPR foram inferiores a 15%. No entanto, o
volume do meio de cultura e o tempo de incubacdo do in6culo mostraram-se mais sensiveis por
apresentarem DPR maiores comparados aos demais pardmetros avaliados. Nesse sentido, para
obtencdo de resultados precisos, estes dois parametros merecem maior atencdo durante a execugdo
deste ensaio microbioldgico.

A porcentagem média do AF presente nas amostras do produto acabado foi de 104,60%,
valor que se encontra dentro da faixa de 90-110%, especificada na Farmacopeia Britanica (2010).

De acordo com os resultados apresentados, o método proposto atendeu todas as exigéncias
recomendadas pela ANVISA (2003a) e ICH (2005), mostrando ser linear, preciso, seletivo, exato e
robusto, e portanto, pode ser utilizado para a quantificacdo do AF na forma farmacéutica de creme
dermatologico, em andlises de rotina do CQ como alternativa ao método de difusio em agar

atualmente preconizado na literatura.
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12 ANALISE COMPARATIVA DOS METODOS

A analise comparativa entre métodos ¢ uma ferramenta necessaria para determinar se os
procedimentos podem ser intercambidveis. Nesse sentido, os resultados devem ser suficientes para
comprovar a sua equivaléncia em um determinado intervalo (USP 37, 2014).

Com o objetivo de estabelecer uma comparacdo entre a precisdo analitica dos métodos
propostos neste trabalho para a quantificagdo do AF na forma farmacéutica de creme dermatologico,
foi realizada analise estatistica do teor médio do AF obtido no método por CLAE e do percentual

médio do AF obtido no método microbiologico por turbidimetria, por meio da analise de variancia

(ANOVA) utilizando nivel de significancia de 5%.

12.1 Resultados
Os resultados obtidos na determinacdo quantitativa do AF pelos métodos propostos

encontram-se na Tabela 45. A analise estatistica (ANOVA) destes valores encontra-se na Tabela 46.

Tabela 45- Valores obtidos na determinagdo do teor do AF pelo método de CLAE ¢ do percentual

médio do AF pelo método turbidimétrico, em amostras do produto acabado

Métodos CLAE Turbidimétrico
103,60 104,65
104,64 105,26
103,76 103,90
Média (%) 104,00 104,60
DPR (%) 0,54 0,65

DPR: desvio padrao relativo

Tabela 46- Analise estatistica (ANOVA) dos resultados obtidos no doseamento do AF no produto
acabado, pelo método de CLAE e turbidimétrico

ANOVA
Fonte da variagdo SQ gl MQ F  valor-P F critico
Entre grupos  0,5501 1 0,5501 1,4183 0,2995 7,7086
Dentro dos grupos 1,5514 4 0,3879

Total 2,1015 5
gl: graus de liberdade; MQ: médias quadraticas; SQ: soma dos quadrados
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12.2 Discussao

Os resultados obtidos no teste estatistico (Tabela 46) demonstraram ndo haver diferencga
estatisticamente significativa entre os valores obtidos no método por CLAE e no ensaio
microbiologico por turbidimetria, j4 que o valor de F calculado (1,42) foi menor que o valor de F
tabelado (7,71).

Apesar da andlise estatistica comprovar que os métodos propostos sdo equivalentes e
adequados para a determinacao quantitativa do AF na forma farmacéutica de creme, ¢ necessario
ressaltar que existem diferencas consideraveis entre estes dois métodos.

O método por CLAE ¢ amplamente utilizado pelas industrias farmacéuticas, por ser pratico,
muito preciso e apropriado para a determinagdo de principios ativos, produtos de degradagido e
impurezas. No entanto, por se tratar de um método fisico-quimico, pode ndo ser capaz de indicar a
verdadeira atividade bioldgica dos antibacterianos. Sabe-se que muitas vezes, ao correlacionar os
valores obtidos em ensaios microbioldgicos com aqueles obtidos em métodos fisico-quimicos, os
resultados podem ser diferentes. Por este motivo, os ensaios microbioldgicos, mesmo sendo menos
precisos e mais demorados, sdo essenciais e indispensaveis para a determinagao do percentual médio
dos antimicrobianos nos processos de CQ e de fabricagio (FIORENTINO et al., 2013; LOPES;
SALGADO, 2010; MORENO, SALGADO, 2007; PEDROSO; SALGADO, 2014; TOTOLI;
SALGADO, 2013)

Dessa forma, na andlise do AF, recomenda-se que o método fisico-quimico seja executado
em paralelo com o ensaio microbioldgico, a fim de assegurar resultados confidveis em relacdo a sua

eficacia terapéutica.
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13 CONCLUSOES

v

O AF SQR e o produto acabado foram analisados quanto as suas caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas e demonstraram estar de acordo com as especificacdes;

Foi desenvolvido um método confiavel para a identificacdo do AF na forma farmacéutica de
creme dermatoldgico, por meio da espectrofotometria de absor¢do na regido do Vis. Este
método apresenta-se mais seguro comparado com o método existente na literatura para a
determinagao do farmaco;

O AF presente na formulagao de creme dermatologico também foi identificado pelo método
de CCD, cujos adjuvantes ndo interferiram na analise;

Foi desenvolvido e validado um método simples, rdpido, econdmico e indicativo de
estabilidade, para identificacdo e quantificacgdo do AF em formulagdes de creme
dermatologico por CLAE, utilizando coluna Zorbax Eclipse XBD Cis Agilent® (4,6 x
250 mm, 5 pm), pré-coluna Metaguard Polaris 4,6 mm 5U C;3 PTC — Agilent®, FM:
acetonitrila e 4gua, na propor¢ao de 72:28 (v/v), pH 3,5 ajustado com acido acético, vazao de
1,0 mL/min, volume de injeg¢@o de 20,0 uL e faixa de concentragao de 5,0 a 95,0 pg/mL;

Foi desenvolvido e validado um método microbioldgico por turbidimetria, capaz de
determinar o percentual médio do AF em formulacdo de creme dermatoldgico, na faixa de
0,25 a 2,25 ng/mL, utilizando Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228, IAL 2150) a 6%
como micro-organismo teste e caldo casoy;

A andlise comparativa entre os métodos por CLAE e o método microbiolégico por
turbidimetria demonstrou que ambos apresentam precisdo equivalente para a quantificagao
do AF na forma farmacéutica de creme dermatologico;

Os métodos mostraram-se apropriados para a identificacdo e/ou quantificagio do AF em
amostras de creme dermatologico, podendo ser utilizados como alternativas nas andlises do

CQ deste farmaco.
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