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Resumo

O difloxacino - DIFX - € um antimicrobiano de amplo espectro de agao pertence a 32
geracdo das quinolonas, e foi especialmente desenvolvido para o uso veterinario
aprovado em varios paises. Seu uso € indicado para infecgbes cutaneas, superficiais ou
profundas, infecgbes genitourinarias, respiratérias e digestivas, causadas por diversos
patégenos como Staphylococus sp, Escherichia coli, Pseudomonas spp., Esnterobacter
spp., Mycoplasma spp., Salmonella, Klebsiella, Streptococus spp. e outras cepas
suscetiveis. Na literatura foi possivel encontrar alguns estudos envolvendo difloxacino em
matéria prima e matrizes bioldgicas, entretanto para a forma farmacéutica comprimidos
revestidos nada foi encontrado. Neste trabalho foram desenvolvidas metodologias
analiticas para determinacado e quantificacdo de difloxacino comprimidos revestidos por
espectrofotometria na regido UV e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). No
método de espectrofotometria na regido UV a curva analitica mostrou-se linear entre 3,0 e
8,0 pg/mL (r = 0,9999), com exatidao e precisao satisfatorias, os coeficientes de variagao
intradia e interdia foram 1,92 e 1,87 respectivamente. Os limites de detecgédo (LOD) e
quantificagédo (LOQ) apresentaram valores de 0,32 e 0,11 ug/mL, respectivamente. A
porcentagem de difloxacino encontrada nas amostras foi de 105,05 %. Para o método por
CLAE, a curva analitica mostrou-se linear no intervalo de 1,0 e 6,0 ug/mL (r=0,9997), a
exatiddo da metodologia proposta foi calculada pelo método de adicdo de padrao
apresentando uma meédia de 100,06%. Os valores de precisdo foram satisfatérios, com
coeficientes de variagio intradia e interdia de 1,35 e 1,64 %, respectivamente. O limite de
deteccdo apresentou valor de 0,07 yg/mL e quantificagdo de 0,24 yg/mL. O doseamento

da amostra de Dicural® comprimidos revestidos foi encontrado 94,70% de difloxacino.



Palavras Chave: CLAE, espectrofotometria, difloxacino, metodologia analitica,

validagao
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1. Introdugao

Cada vez mais é possivel encontrar na literatura inumeros estudos envolvendo
a qualidade, eficacia e seguranga de medicamentos. Ao longo da histéria foi possivel
observar o crescimento do uso desenfreado de um numero cada vez maior
medicamentos, assim como todos os efeitos que estes podem causar no organismo
humano isoladamente ou em conjunto com outros medicamentos. Fato este que
desncadeou uma preocupagao cada vez maior com o controle de qualidade desses
produtos por seus usuarios e principalmente por seus fabricantes.( LA ROCA et al.,
2007). O controle de qualidade é a parte da garantia da qualidade responsavel por
realizar os processos de amostragem, especificagdes, ensaios, procedimentos de
organizacgéao e liberacdo que assegurem que os produtos farmacéuticos passem por
todos os ensaios necessarios, que estes ensaios sejam devidamente validados e
que nenhum produto seja utilizado pelo consumidor sem que sua qualidade seja
julgada e analisada como satisfatéria (BRASIL, 2003b). Esse longo processo €&
essencial para garantir que o produto final seja totalmente seguro e atinja os

objetivos que foram propostos em suas especificagbes (SANTORO, 1988).

O crescimento das industrias farmacéuticas e de politicas governamentais com
0 proposito de aumentar o acesso aos tratamentos farmacolégicos disponiveis para
a populacao mais carente desencadearam um processo de ampla comercializagao
desses produtos e o consequente uso indiscriminado de medicamentos por todas as
classes econdmicas (MAGALHAES et al., 2003). O uso indiscriminado pode gerar
falhas terapéuticas e em alguns casos problemas de saude mais graves do que os
iniciais, bem como promover o desenvolvimento das chamadas “superbactérias”,

que por conta da recorrente exposicao a doses subterapéuticas de antimicrobianos,
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tornam-se multirresistentes aos antibidticos e antimicrobianos existentes no
mercado. Esse quadro atinge ndo sé a populacdo humana, mas também os
animaisque possuem contato cada vez mais intenso com esta populagdo e também
ficam expostos. Associado a este quadro, o aumento da longevidade da populagéo
no pais e a nova estrutura familiar geraram, concomitantemente, o grande aumento
do numero de familias que possuem animais domeésticos. Estas familias possuem
com estes animais uma estreita relagdo, que além de gerar grande preocupagao e
cuidados por parte de seus donos, também é responsavel pela transmissao de
doencas e infec¢des entre as duas espécies. Este cenario cresce ainda mais entre a
populacao idosa. Os habitos de vida adotados por humanos e animais vai além do
ambito doméstico, atingindo também as vias publicas, desencadeando um grande
numero de infecgdes nesses animais, ampliando a necessidade do desenvolvimento
de medicamentos capazes de controlar essas infecgbes e para garantir que esses
animais recebam medicamentos seguros e eficientes, € imprescindivel garantir a
qualidade desses produtos (LOPES et al., 2009; MEDEIROS, 2006). Neste contexto,
o desenvolvimento e a validacdo de metodologias analiticas eficazes para
determinar e quantificar substancias para utilizacdo animal é extremamente

importante para o ndo agravamento desta situagao.

O difloxacino € um antimicrobiano de amplo espectro de acao pertencente a
terceira geracdo das quinolonas, e sua atividade se deve a inibicdo das enzimas

DNA girase e topoisomerase |V das bactérias.

As quinolonas de terceira geragao, fluorquinolonas, possuem 6tima atividade
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas, bactérias anaerdbias e

micoplasma. Além disto, estes compostos tém uma excelente biodisponibilidade
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mesmo quando administrados por via oral e um efeito prolongado devido a sua
grande meia-vida. Esses farmacos também apresentam vantagens sobre as
quinolonas das gerag¢des anteriores por sua baixa toxicidade no sistema nervoso
central e sua pequena interagdo com as enzimas do citocromo P450 (CYP 450)
(MARTINEZ et al., 2006).

O difloxacino foi a primeira difluorquinolona a ser especialmente desenvolvida
para o uso veterinario, apresentando-se sob as formas comprimidos revestidos —
aprovado em 1997. Seu uso € indicado para infec¢des de pele, tegumentares e do
trato urinario de caes, causadas por Escherichia coli, Proteus spp., Staphilococcus
sp., Streptococcus sp., Klebsiela e outras bactérias suscetiveis, mas estudos
recentes tém testado o uso de difloxacino em coelhos (VARON et al., 2008; ABD EL-
ATY,et al. 2005), em camelos (ABO-EL-SOOUD e GOUDAH, 2009) e outros animais
(HASSOUAN et al., 2007; DINGA et al., 2006).

Entretanto, mesmo com as amplas indicagdes, a comprovagido de sua
eficiéncia e seu crescente uso em diversos animais, ndo €& possivel encontrar
métodos analiticos para este farmaco em nenhuma das principais farmacopeias. Na
literatura existem alguns relatos de métodos envolvendo a analise de difloxacino em
amostras bioldgicas por CLAE com detector de fluorescéncia (JIMENES et al., 2011,
ABO-EL-SOOUD e GOUDAH, 2009; ZHAO et al, 2007; HASSOUAN et al., 2007;
MARIN et al., 2007) e UV (HERMO et al., 2006) e na forma de solugéo injetavel com
deteccdo UV (NAGESWARA e NAGARAJU, 2004) e deteccao eletroquimica
(CARCERES et al., 2004). Entretanto, ndo foram encontrados na literatura métodos
para a quantificagdo de difloxacino comprimi revestidos por cromatografia liquida de

alta eficiéncia e métodos que envolsessem espectrofotometria na regido UV para
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nenhuma das formas farmacéuticas existentes.

2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais

Este trabalho teve como objetivos o desenvolvimento e a validagao de
metodologias analiticas para a determinagdo e quantificagdo de difloxacino

comprimidos revestidos.

2.2. Objetivos especificos

Desenvolver de metodologia analitica para identificacdo e quantificalgai de
difloxacino comprimidos revestidos através de espectrofotometria na regidao UV.

Desenvolver de metodologia analitica para identificacdo e quantificacdo de
difloxacino comprimidos revestidos através de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE) utilizando fase mével que apresente baixa producao de residuos.

Validar os métodos analiticos desenvolvidos de acordo com os parametros de
especificidade, linearidade, exatiddao, sensibilidade, precisdo e robustez

preconizados pelas agéncias reguladoras.
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3. Revisao Bibliografica

3.1. Quinolonas

As quinolonas fazem parte de uma classe de antimicrobianos sintéticos que
atuam contra diversas bactérias e sao utilizadas no tratamento de infecgdes tanto de
animais quanto de humanos.

Em 1962, a partir da cloroquina, foi sintetizado o acido nalidixico (Fig. 1), o
primeiro representante da classe das quinolonas (LESHER et al., 1962). Sua
atividade era bem limitada, atuando apenas contra algumas bactérias Gram-
positivas e tendo baixa atividade contra bactérias Gram-negativas, além de serem
observados frequentes efeitos adversos no sistema nervoso central. Devido sua
baixa absorcdo seu uso terapéutico logo foi restringido para o tratamento de
infeccbes urinarias (BARLOW, 1963). A partir da descoberta deste farmaco houve
grande interesse por parte dos pesquisadores em desenvolver novos compostos

desta classe, com maior atividade e menores efeitos toxicos.

A grande evolugao das quinolonas ocorreu em 1980, quando foi desenvolvida
a primeira quinolona fluorada, o norfloxacino, que possuia alta atividade contra
bactérias Gram-negativas e algumas bactérias Gram-positivas, mas os membros
desta classe ainda continuaram com uma pequena absor¢cao quando administradas
por via oral (TAVARES, 1996; BALL, 2000). Foi também durante a década de 80 que
foi aprovada a primeira quinolona para uso animal, o enrofloxacino, que permitiu a
ampliagdo das indicagbes de uso das quinolonas, além de aumentar
significativamente as pesquisas para o desenvolvimento de novos farmacos, com

diferentes modificagdes moleculares em seu nucleo central, dando aos farmacos
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caracteristicas farmacoloégicas e farmacocinéticas cada vez melhores. Estas
caracteristicas, distintas para cada molécula, permitem a classificacdo das

quinolonas em quatro geragdes distintas (BALL, 2000).

As quinolonas de primeira geragédo foram as primeiras a serem desenvolvidas,
e sdo associadas a sua baixa biodisponibilidade no organismo e a sua limitada
distribuicdo nos tecidos. Os antimicrobianos desta geracdo s&o representados por
famacos como acido nalidixico (Fig. 1), acido oxolinico (Fig. 2), acido pepemidico
(Fig. 3) entre outros. Estes farmacos sdo ativos contra enterobactérias (Gram-
negativas) e geralmente sdo utilizadas para o tratamento de infecgbes no trato

genitourinario.

Fig. 1: Estrutura quimica do acido Fig. 2: Estrutura quimica do acido
nalidixico oxanilico
N N
P
HO =
O O

Fig. 3: Estrutura quimica do acido pipemidico

A segunda geragado destes farmacos possui uma melhor atividade contra as
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enterobactérias e outras bactérias Gram-negativas, também possuem uma pequena
atividade contra bactérias Gram-positivas. Algumas mudangas estruturais permitiram
as quinolonas desta geragdo uma melhor biodisponibilidade e distribuicdo nos
tecidos. Os farmacos desta geragdo sao utilizados contra infecgdes urinarias,
pielenofrites, gonorréria e infecgdes causadas por P aeruginosa € sao
representadas por moléculas como norfloxacino (Fig. 4), ciprofloxacino (Fig. 5) e

ofloxacino (Fig. 6) (ANDRIOLE, 1999).

OH Y N

| | N
|AN N HO -

HN\) ) o O

Fig. 4: Estrutura quimica norfloxacino Fig. 5: Estrutura quimica do

ciprofloxacino

M N
KN\)

Fig. 6: Estrutura quimica ofloxacino

‘>
\

o

Os antimicrobianos quinolbénicos de terceira geragao possuem um espectro de
agao mais amplo, além das atividades presentes nas outras geragdes também agem
muito bem contra bactérias Gram-positivas, bactérias anaerébias e micobactérias.
Os farmacos dessa geragao possuem ainda excelente biodisponibilidade, inclusive
quando administrados por via oral, tempo de meia-vida prolongado e baixa

toxicidade no sistema nervoso central, além de 6tima atividade contra infecgdes do
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trato respiratério. Dentro desta classe de compostos quinolénicos encontramos
farmacos como gatifloxacino (Fig. 7), levofloxacino (Fig. 8) e o difloxacino (Fig. 9),
farmaco utilizado neste estudo (TAVARES, 1996; ANDRIOLE, 1999; BALL, 2000;

MARTINEZ et al,. 2006).

H.C._= CH
F 3 : -~ 3
o Y\O (\N
\I/\N N |
J HO E
HM /O %

Fig. 7: Estrutura quimica gatifloxacino Fig. 8: Estrutura quimica levofloxacino

O O
F
OH
(\N N
/N\)
F

Fig. 9: Estrutura quimica difloxacino

A quarta geracao é responsavel pela maior atividade contra patégenos Gram-
negativos, atuam ainda contra Gram-positivos e patdégenos presentes no trato
respiratério e é representada por farmacos como o clinafloxacino (Fig. 10)

(TAVARES, 1996; ANDRIOLE, 1999; BALL, 2000; MARTINEZ et al,.2006).
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OH

N N
“ A
H,N
Fig. 10: Estrutura quimica clinafloxacino
Alguns autores consideram a distingao entre os farmacos de cada geragao nao

muito bem delineada, principalmente quando estdo classificados na segunda ou

terceira geracdo (MARTINEZ et al,. 2006).

3.1.1. Estrutura geral e mecanismos de ag¢ao das quinolonas

Os antimicrobianos da classe das quinolonas s&o caracterizados pela
presenca de um anel heteroaromatico biciclico ligado a um acido carboxilico na
posicao 3 e uma cetona na posicao 4, essas caracteristicas sao essenciais para a
atividade antimicrobiana desses farmacos como pode ser observado na Fig. 11

(ZHANG e HAEMERS, 1991; ANDRIOLE, 1999).

Fig. 11: estrutura geral das quinolonas
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Nos compostos desenvolvidos mais recentemente € possivel encontrar
pequenos substituintes como metila e grupos amino na posigdo C-5 e substituicbes
na posicdo 8 como fluor, cloro e metila que sdo responsaveis pelo aumento da
atividade antibacteriana (ANDRIOLE, 1999; APPELBAUM e HUNTER, 2000;

CAZZOLA et al., 2001).

As quinolonas tém sua agao atraves da inibicdo da DNA girase (topoisomerase
Il) e da topoisomerase |V impedindo que as bactérias sejam capazes de se replicar.
Esse efeito ocorre por conta da ligagdo do anel quinoldnico ao complexo DNA-

girase, tendo um rapido efeito bactericida.

3.1.2. Uso veterinario das quinolonas

O bom desempenho das quinolonas frente a diversas infeccdes fez com que
seu uso fosse ampliado e novas moléculas fossem desenvolvidas exclusivamente
para o uso animal. A primeira quinolona aprovada para utilizacdo animal foi o
enrofloxacino no final da década de 80. Desde entdo o numero de medicamentos
dessa classe, utilizados para este fim, s6 aumentou em diversos paises (PEREIRA,
2009). Inicialmente o uso de antibiéticos em animais para consumo humano era
reservado para a profilaxia e o tratamento de infecgbes, porém em alguns paises o
uso dessa classe de medicamentos em doses subterapéuticas tem a finalidade de
aumentar a velocidade do crescimento desses animais, aumentando ainda mais o
contato desnecessario de animais e humanos com antimicrobianos potentes,
gerando resisténcia bacteriana (FDA, 2005; WHO, 2008; PEREIRA, 2009).

O crescente uso desses medicamentos ao longo dos anos desencadeou um
problema de saude publica que atinge animais e humanos, a grande resisténcia

bacteriana frente a essas substancias (WHO, 1997; HARBOTTLE et al., 2006). Este
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fato levou o Comité dos Medicamentos para Uso Veterinario da Unido Européia
(CMV)a declarar que a resisténcia a patégenos estava aumentando
exponencialmente por conta desses farmacos, e por isto seu uso deveria ser mais

controlado (EMEA, 2007).

3.1.3. Difloxacino

O difloxacino foi especialmente desenvolvido para o uso veterinario
(MARTINEZ et al,. 2006). Seu uso € indicado para infec¢gbes cutaneas, superficiais
ou profundas, infeccbes genitourinarias, respiratérias e digestivas, causadas por
diversos patdogenos como Staphylococcus sp, Escherichia coli, Pseudomonas spp.,
Esnterobacter spp., Mycoplasma spp., Salmonela, Klebsiella, Streptococcus spp. €
outras cepas suscetiveis isolada de caes (VAN BAMBEKE et al., 2005). No Brasil, o
difloxacino € comercializado pelo laboratério Fort Dodge com o nome comercial de
Dicural®, sob a forma farmacéutica comprimidos revestidos.O revestimento &
formado por uma estrutura palatavel que possui a finalidade de aumentar a adesao
dos caes ao tratamento, além de possuir em sua molécula substituintes que
aumentem sua biodisponibilidade no organismo dos animais tratados, aumentando
também a eficacia terapéutica em relagdo a outros farmacos. Sob esta forma, o
difloxacino foi aprovado pelo Food and Drug Administration (FDA) em novembro de
1997, sendo indicada para o tratamento de diversas infecgcdes capazes de acometer

o organismo dos caes (FEDERAL REGISTER, 1997).

Mesmo tendo seu uso destinado para caes, recentemente alguns estudos tém
testado o uso de difloxacino em diferentes animais como cavalos, bovinos, ovelhas e
coelhos (CARRILLO, 2008), camelos (ABO-EL-SOOUD e GOUDAH, 2009),

galinaceos ( Pereira, 2009), peixes (DING et al., 2006; LING e XIAN, 2009) e
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ovelhas (MARIN et al., 2007).

3.2. Validacao analitica

A validagao é o processo pelo qual comprova-se que todos os procedimentos
analiticos empregados para a avaliagdo da substancia ou produto sdo adequados
aos objetivos a que sao destinados, além disso na etapa de validagdo séao
estabelecidosos critérios de aceitacdo para todos os sistemas que deverao
empregados nos procedimentos analiticos antes do inicio do procedimeto analitico
propriamente dito (OMS, 2010).

O objetivo de uma validagcdo é demonstrar que o método desenvolvido é
apropriado para determinagdes qualitativas, quantitativas e/ou semi-quantitativa de
farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003a).

A validacdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso
rotineiro, sendo algumas vezes mencionado como o "processo que fornece uma
evidéncia documentada de que o método realiza aquilo para o qual é indicado para
fazer" (USP, 2008) .

Os métodos analiticos podem ser classificados em quatro categorias de
acordo com a sua finalidade (BRASIL, 2003a), como pode ser observado na Tabela

1.
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Tabela 1. Classificagédo dos testes, segundo sua finalidade

Categoria Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo

I em produtos farmacéuticos ou matérias-primas
Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacéo de

Il impurezas e produtos de degradagdo em produtos
farmacéuticos e matérias-primas

[ Testes de performance (por exemplo: dissolugao, liberagéo do
ativo)

vV Testes de identificagcao

Fonte: BRASIL, 2003a

Na Tabela 2 € possivel observar os ensaios necessarios para a validagao de
métodos analiticos de acordo com a sua classificacdo nas categorias descritas na

Tabela 1.
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Tabela 2. Ensaios necessarios para a validagao do método analitico, segundo sua

finalidade

Categoria Il Categoria

Parametro  Categoria | Quantitativo Ensaio limite Ml

Categoria IV

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisao Sim Sim Nao Sim Nao
Repetibilidade
*% *% Néo *% Néo
Intermediaria
Limite de
Nao Nao Sim * Nao
deteccao
Limite de
L Néo Sim Nao * Nao
quantificacao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

*pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

*%*

se houver comprovacdo da reprodutibilidade ndo € necessaria a
comprovacao da Precisao Intermediaria.
Fonte: BRASIL, 2003a

3.2.1. Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em
presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacéo e
componentes da matriz. Para a analise qualitativa (teste de identificacdo) é
necessario demonstrar a capacidade de selecao do método entre compostos com

estruturas relacionadas que podem estar presentes. Isto deve ser confirmado pela
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obtencdo de resultados positivos (preferivelmente em relacdo ao material de
referéncia conhecido) em amostras contendo o farmaco, comparativamente com
resultados negativos obtidos com amostras que ndo contém o farmaco, mas

compostos estruturalmente semelhantes.

3.2.2. Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados
obtidos sao diretamente proporcionais a concentragao do analito na amostra, dentro
de um intervalo especificado. Recomenda-se que a linearidade seja determinada
pela analise de, no minimo, 5 concentracdes diferentes. Estas concentragbes devem
seqguir os intervalos da Tabela 3.

Se houver relagao linear aparente apés exame visual do grafico, os resultados
dos testes deverdo ser tratados por métodos estatisticos apropriados para
determinacdo do coeficiente de correlacdo, interseccdo com o eixo Y, coeficiente
angular, soma residual dos quadrados minimos da regressao linear e desvio padrao
relativo. Se ndo houver relacao linear, deve-serealizar transformagao matematica, o
critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagéo (r) deve ser = 0,99 de acordo

com a RE 899 de 2001 ( BRASIL, 2003a) e = 0,999 segundo o ICH, 2005.

3.2.3. Intervalo

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificagdo superior e
inferior de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e
depende da aplicagcdo pretendida do método (Tabela 3). E estabelecido pela
confirmacao de que o método apresenta exatidao, precisao e linearidade adequadas

quando aplicados a amostras contendo quantidades de substancias dentro do
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intervalo especificado ( BRASIL, 2003a).

Tabela 3. Limites percentuais do teor do analito que devem estar contidos no
intervalo de linearidade para alguns métodos analiticos

Ensaio Alcance

Determinacao quantitativa do
analito em matérias-primas ou  De 80% a 120% da concentracéo teorica do
em formas farmacéuticas teste
Do nivel de impureza esperado até 120% do
Determinagao de impurezas limite maximo especificado. Quando
apresentarem importancia toxicolégica ou
efeitos farmacoldgicos inesperados, os limites
de quantificacdo e deteccdo devem ser
adequados as quantidades de impurezas a

serem controladas

Uniformidade de conteudo De 70% a 130% da concentracido tedrica do
teste
De + 20% sobre o valor especificado para o

Ensaio de dissolugao intervalo.

Caso a especificacdo para a dissolugao
envolva mais que um tempo, o alcance do
método deve incluir -20% sobre o menor valor
e +20% sobre o maior valor.

Fonte: BRASIL, 2003a

3.2.4. Precisao

A precisdo é a avaliagao da proximidade dos resultados obtidos em uma série
de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta é

considerada em trés niveis: Repetibilidade, Precisdo intermadiaria e
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Reprodutibilidade, nos métodos desenvolvidos forma aplicadas repetitibilidade e

preciséo intermediaria( BRASIL, 2003a).

3.2.4.1.Repetibilidade (precisao intra-corrida):

Concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com o
mesmo analista e mesma instrumentacio. A repetibilidade do método é verificada
por, no minimo, 9 (nove) determinacgdes, contemplando o intervalo linear do método,
ou seja, 3 (trés) concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou

minimo de 6 determinagdes a 100% da concentragao do teste; (BRASIL, 2003a)

3.2.4.2. Precisao intermediaria (precisao inter-corridas):

Concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Para a
determinacdo da precisdo intermediaria recomenda-se um minimo de 2 dias

diferentes com analistas diferentes (BRASIL, 2003a ).

3.4.5. Exatidao

A exatiddo do método deve ser determinada apds o estabelecimento da
linearidade, do intervalo linear e da especificidade do mesmo, sendo verificada a
partir de, no minimo, 9 (nove) determinagdes contemplando o intervalo linear do
procedimento, ou seja, 3 (trés) concentragdes, baixa, média e alta, com 3 (irés)
réplicas cada. A exatiddao €& expressa pela relacdo entre a concentracdo média
determinada experimentalmente e a concentracdo tedrica correspondente como

pode ser visto na Equagéao 1.
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Equacéo 1

Exatidao = concentracdo média experimental X 100

Concentragao tedrica

Um método comum para a realizacdo da exatidao é a adicdo de padréo que
consiste na adicdo de quantidades conhecidas da substancia de interesse que esta
sendo analisada a quantidades conhecidas da amostra, antes do seu preparo. Estas
amostras com o padrdo incorporado sio utilizadas para a obtengdo dos
cromatogramas. Constroi-se uma curva analitica relacionando as quantidades da
substancia adicionada a amostra com as respectivas areas obtidas. O ponto onde a
reta corta o eixo das ordenadas corresponde a area do pico da substancia que esta
sendo determinada, sem qualquer adicao do padrao. A extrapolacao da reta define,
no eixo das abcissas, a concentracdo da substincia na amostra analisada. O
meétodo de adi¢do padrao é trabalhoso, mas é especialmente importante quando a
amostra é muito complexa, quando as interagdes com a matriz sdo significativas e
quando houver dificuldade de encontrar um padrao interno adequado ou uma matriz

isenta da substancia de interesse (SNYDER et al., 2007).

3.2.6. Robustez

A robustez de um método analitico € a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variacbes dos parametros analiticos. Indica sua confianga
durante o uso normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se
considerar a avaliacdo da robustez. Constatando-se a suscetibilidade do método a

variagdes nas condi¢cbes analiticas, estas deverdo ser controladas e precaucoes
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devem ser incluidas no procedimento.

A Tabela 4 relaciona os principais parametros que podem resultar em variagao

na resposta do método.

Tabela 4. Fatores que devem ser considerados na determinacdo da robustez do

método analitico

Preparo das Amostras

Espectrofotometria

Cromatografia Liquida

Cromatografia Gasosa

(BRASIL, 2003a).

- Estabilidade das solucdes analiticas

- Tempo de extragao

- Variagao do pH da solucéao

- Temperatura

- Diferentes fabricantes de solventes

- Variagao do pH da fase mével

- Variagao na composicao da fase mével

- Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
- Temperatura

- Fluxo da fase movel

- Diferentes lotes ou fabricantes de colunas
- Temperatura

- Velocidade do gas de arraste

A validagao dos métodos analiticos € tao importante quanto a prépria analise

para o controle de qualidade, pois confere confiabilidade aos métodos analiticos

empregados, garantindo a total qualidade e seguranga da matéria prima, farmaco

e/ou medicamento que ira ser manipulado, prescrito e administrado.
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3.3. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma técnica considerada
indispensavel em varios laboratérios. A cromatografia liquida é classificada em
diversos modelos de separagdo, mas todas elas dependem de dois parametros
basicos: a estrutura e a composicao da fase estacionaria, e a natureza da interacao
entre a fase moével e a fase estacionaria com determinados mecanismos de
separagao.

O emprego da cromatografia liquida de alta resolugao para solucionar alguns
problemas analiticos, necessita ndo s6 da instrumentagdo adequada, mas também
combinacdo correta de condi¢des instrumentais, como tipo de coluna, fase modvel,
temperatura, quantidade de amostra injetada e outros (CIOLA, 1988).

A CLAE ocorre dentro das colunas cromatograficas, essas colunas sao
preenchidas por fase estacionaria extremamente compactada -conveniente de
acordo com a amostra- e sdo projetadas para suportar altas pressdes. Essas
colunas normalmente sdo curtas e com paredes grossas, para evitar a deformagao
da fase estacionaria. Na técnica de CLAE tem-se um sistema de bombeamento que
€ responsavel por garantir uma vazao adequada através da coluna, e um sistema
detector, que converte a mudanca de concentracdo de compostos da amostra na
fase movel eluente em um sinal, que pode ser registrado por um processador
conveniente. Os detectores mais empregados na CLAE sao fotdbmetros no UV e os
espectrofotdmetros UV/VIS (CIOLA, 1998), mas estudos utilizando detectores de

fluorescéncia e eletroquimicos também podem ser encontrados.
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3.4. Espectrofotometria na regiao UV

A técnica de espectrofotometria na regido UV/VIS é uma das técnicas
analiticas mais empregadas na realizagdo de ensaios para determinagdo e
quantificacdo de substancias devido sua grande robustez, baixo custo e ampla
aplicabilidade. Esta técnica é fundamentada pela lei de Lambert-Beer, que é a
expressao matematica que relaciona a absor¢do da luz com as propriedades dos
materiais que sao atravessados por esta luz, como sua concentragcao por exemplo,
na regido ultravioleta, visivel e infravermelho (LOBINSKI et al, 1992, PERKAMPUS,
1992; LENZ, 1997).

A partir da Lei de Lambert Beer € possivel medir a absor¢cado de radiacdo em

determinado comprimento de onda a partir da Equacéao 2 representada a seguir:

Equacéo 2

A= log(lo/l) = bc,

Em que :

A = absorvancia

lo = intensidade da radiagdo monocromatica que incide na amostra

| = intensidade da radiagdo que emerge da amostra

€ = absortividade molar

¢ = concentracao da espécie absorvente

b = distancia percorrida pelo feixe através da amostra.

A absortividade molar é uma grandeza caracteristica da espécie absorvente e

esta relacionada com o comprimento de onda da luz incidente. Quanto maior for o



31
valor de €, maior sera a capacidade dessa substancia de absorver luz de
determinado comprimento de onda em condi¢cdes pré-estabelecidas de temperatura
(LENZ, 1997).

A lei de Lambert-Beer somente pode ser utilizada caso a radiagao incidente
seja monocromatica, ou seja, possua apenas um comprimento de onda, e os centros
absorventes atuem independentemente uns dos outros no processo de absorcéo.

Nesta técnica, o comprimento mais adequado para a determinagdo da
concentracdo de uma dada substancia € aquele onde a determinacdo € mais
precisa, ou seja, onde tém-se o maior valor de absor¢do e consequentemente a
absorc¢ao mais intensa, ou seja no pico de absorvancia(LOBINSKI et al, 1992; LENZ,

1997).

3.5. Tratamento de residuos

Os residuos oriundos das atividades laboratoriais do presente projeto foram
recolhidos, segundo protocolo estabelecido pela Comissdo Local de Residuos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da UNESP, e foram encaminhados para

tratamento especifico.

4. Material e Métodos

4.1. Material geral

A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada para a realizagdo dos
ensaios foi o difloxacino (Sigma-Aldrich) com teor rotulado de 98,2% de pureza. O
padrao apresentou-se como um po fino, branco e higroscépico.

As amostras de difloxacino utilizadas foram comprimidos revestidos contendo

15 mg de difloxacino, com o nome comercial Dicural®, produzidos pelo Laboratdrio
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Fort Dodge. Os comprimidos apresentados eram comprimidos brancos revestidos

por uma cobertura palatavel de cor amarelada.

4.2. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
4.2.1 Material

O sistema cromatografico utilizado para o desenvolvimento do método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia foi composto por cromatégrafo liquido de alta
eficiéncia Waters®, bomba cromatografica gradiente binaria Waters 1525, injetor
manual Rheodyne Breeze 7725i e detector UV-Vis Waters® 2487. A coluna utilizada
durante os ensaios foi a Symmetry Waters® Cqg 5 pm (250 x 4,6 mm).

Na preparacado das solugcdes de padrao e amostra de difloxacino o solvente
utilizado foi acido cloridrico 0,1 M.

As solugdes foram levadas a ultra-som (Unique) durante 30 minutos para total
dissolucéo do principio ativo e para a filtragdo das amostras foi utilizada membrana

de nitrato de celulose de 0,45 ym (Waters®).

4.2.2. Método

4.2.2.1. Preparo da fase mével

Durante os testes preliminares houve uma grande preocupag¢ao em encontrar
uma fase moével que fosse de preparo rapido e facil, permitisse que o farmaco
eluisse pela coluna de maneira adequada, mas que principalmente gerasse uma
baixa quantidade de residuos. A fase movel escolhida para o desenvolvimento de
todos os ensaios foi composta por acido acético 5% e metanol na proporgao 70:30
(v/v). Depois de preparada, a fase movel foi filtrada e foi levada ao ultrassom por 30

minutos para evitar a formagdo de bolhas que pudessem interferir no processo.
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Todos os reagentes utilizados para o preparo da fase movel foram reagentes

classificados como reagentes de grau CLAE.

4.2.2.2. Preparo da solugao padrao

Para o preparo das solugbes de padrao, pesaram-se 10,0 mg de difloxacino
substancia quimica de referéncia. Essa quantia de farmaco foi transferida
quantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL. O baldo foi parcialmente
completado com &acido cloridrico 0,1 M e levado ao ultrassom por 30 minutos, em
seguida o volume foi completado até 100 mL obtendo-se uma solugdo com
concentracao final de 100,0 ug/mL. Aliquotas desta solugao foram transferidas para
baldes de 10 mL e completadas com o mesmo solvente para gerar solugdes com

diferentes concentracdes para que fossem realizados os ensaios.

4.2.2.3. Preparo da solugao amostra

Antes do preparo da solugdo amostra de difloxacino foi realizado o peso médio
dos comprimidos, em que foram pesados 20 comprimidos de Dicural® e a partir da
média de peso dos 20 comprimidos foram feitas as conversbes para pesagem das
amostras. Pesou-se o equivalente a 10,0 mg do farmaco e transferiu-se para balao
volumétrico de 100 mL, que foi levado ao ultrassom por 30 minutos para garantir a
total solubilizagdo do principio ativo. Esta solugéo foi filtrada em papel de filtro
quantitativo, gerando solugdo amostra de difloxacino com concentragcdao de 100,0
Mg/mL. Aliquotas desta solucdo foram transferidas para baldes de 10 mL e
completadas com o mesmo solvente para gerar solugbes com diferentes

concentracdes para que fossem realizados os ensaios.
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4.2.3. Ensaio

Para o desenvolvimento do método de determinacdo e quantificacdo de
difloxacino em comprimidos revestidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia,
apo6s a realizagao dos testes preliminares onde foram testadas fase movel, coluna,
comprimentos de onda, fluxo, temperatura e volume de injecdo, foram padronizadas
as condigdes descritas na Tabela 5, que foram utilizadas durante toda a validagao do
método.

Tabela 5. Condi¢des cromatograficas utilizadas na CLAE

Acido acético 5%: metanol (70:30,(v/v)

Fase moével
Coluna Symmetry Waters® Cqg 5 pm
(250 x 4,6 mm)
Comprimento de onda 279 nm
Fluxo 1,0 mL/min
Volume de injegao 20,0 L
Velocidade de registro 0,5 cm/min
Temperatura Temperatura ambiente

Antes do inicio de qualquer ensaio o cromatdgrafo foi estabilizado de acordo
com as condi¢coes descritas por cerca de 30 minutos. As solugdes de padrao e

amostra foram filtradas em filtro (0,45 ym) antes de serem injetadas.

4.3. Espectrofotometria na regiao UV
4.3.1.Material
Para o desenvolvimento e validagdo do método por espectrofotometria na

regidao UV foi utilizado espectrofotémetro UV/Vis, Shimadzu, modelo Uvmini-1240.

Na preparacao das solucdes de padrao e amostra de difloxacino o solvente utilizado
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foi acido cloridrico 0,1 M e as solugdes foram levadas a ultrassom (Unique) durante

30 minutos para total dissolugéo.

4.3.2. Método

4.3.2.1. Preparo da solugao padrao

Para o preparo das solugbes de padrao, pesaram-se 10,0 mg de difloxacino
substancia quimica de referéncia. Essa quantia de farmaco foi transferida
quantitativamente para baldo volumétrico de 100 mL. O baldo foi parcialmente
completado com &acido cloridrico 0,1 M e levado ao ultrassom por 30 minutos, em
seguida o volume foi completado até 100 mL obtendo-se uma solugdo com
concentracao final de 100,0 ug/mL. Aliquotas desta solugao foram transferidas para
baldes de 10 mL e completadas com o mesmo solvente para gerar solugdes com

diferentes concentracdes para que fossem realizados os ensaios.

4.3.2.2. Preparo da solugao de amostra

Antes do preparo da solugdo amostra de difloxacino foi realizado o peso médio
dos comprimidos, onde foram pesados 20 comprimidos de Dicural® e a partir da
média de peso dos 20 comprimidos foram feitas as conversbes para pesagem das
amostras. Pesou-se o equivalente a 10,0 mg do farmaco e transferiu-se para balao
volumétrico de 100 mL, que foi levado ao ultrassom por 30 minutos para garantir a
total solubilizagdo do principio ativo. Esta solugéo foi filtrada em papel de filtro
quantitativo, gerando solugdo amostra de difloxacino com concentragao de 100,0
pg/mL. Aliquotas desta solugdo foram transferidas para baldes de 10 mL e
completadas com o mesmo solvente para gerar solugbes com diferentes

concentracdes para que fossem realizados os ensaios.
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4.3.3. Ensaio

Para as analises espectrofotométricas, inicialmente foram preparadas solugdes
em 18 concentragdes diferentes a partir da solugdo com concentragao de 100,0
Mg/mL, para o estabelecimento da faixa de linearidade do método. Todas as
solugdes foram imediatamente lidas depois de preparadas em espectrofotdmetro
UV/VIS. Os parametros estabelecidos nos testes preliminares estdao descritos na
Tabela 6.

Tabela 6. Condic¢des utilizadas no ensaio de espectrofotometriana regido UV

Branco Acido Cloridrico 0,1 M
Comprimento de onda 279 nm
Temperatura Temperatura ambiente

5. Resultados
5.1. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Apos a realizacdo dos testes preliminares e da padronizacdo das condi¢coes

para realizacdo dos ensaios foram obtidos cromatogramas com picos unicos,

simétricos e com tempo de retencdo meédio de 3,7min (Fig. 12).

0,040
0,030
2 0,020

0,010

0,000
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Minutes

Fig. 12: Cromatograma da solugdo padrdo de difloxaino na concentragdo de 6
pg/mL.
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5.1.1. Curva analitica

O intervalo apresentou-se linear entre 1,0 uyg/mL e 6,0 ug/mL que foram
utilizadas para construir a curva analitica. Para construgdo da curva analitica as 6
concentragcbes foram preparadas e medidas em ftriplicata. Foram feitas 3 curvas em
trés dias diferentes e o coeficiente de correlacédo foi determinado a partir da média
de todas as curvas. O coeficiente de correlagdo obtido foi 0,9997 (Fig. 13) e os
valores médios das areas referentes ao pico do difloxacino podem ser observados

na Tabela 7.

Tabela 7: Valores médios das areas referentes ao pico de difloxacino SQR

Concentragio Areas Area média CV%
(ng/mL)

87223

1,0 87752 86777,7 1,45
85358
172007

2,0 169744 171771,7 1,12
173564
255231

3,0 251130 253623,7 0,86
254510
334654

4,0 338283 331649,0 2,58
322010
446203

5,0 437893 442048,0 1,33
443683
492875

6,0 491930 494549,3 0,76
498843
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Fig. 13: Curva analitica de difloxacino obtida pelo método por CLAE

5.1.2. Exatidao
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A exatidao foi calculada pelo método da adicdo de padrao, em que diferentes

quantidades conhecidas de padrdo sao adicionadas a quantidades constantes de

amostra. As solugbes utilizadas neste ensaio foram preparadas em baldo

volumétrico de 10mL que foram completados com &cido cloridrico 0,1 M de acordo

com a Tabela 8.

Tabela 8: Preparo das solugdes para o teste de recuperagao de difloxacino

Volume adicionado Volume adicionado de

Concentragao

de amostra DIFX SQR (100 pg/mL) final (png/mL)
(100pg/mL)
Amostra 200uL - 2,0
R1 200pL 80, pL 2,8
R2 200pL 150 pL 3,5
R3 200pL 220 pL 4,2
Padrao - 200uL 2,0

A porcentagem de difloxacino recuperada apds a realizagdo das analises foi

calculada pela Equagéao 1 representada a seguir:
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Equacao 1

%R = [(Cr— Ca)/Cp] x 100

Em que:
Cr = concentracao final (ug/mL)
Ca = concentragdo da amostra (ug/mL)

Cp = Concentragao tedrica da solugao de padrao adicionada (ug/mL)

Na Tabela 9 é possivel observar o valor das recuperagées médias obtidas no ensaio
de exatiddo.

Tabela 9: Valores médios de recuperacgao obtidos pelo método por CLAE

DIFX DIFX Recuperagao Recuperagao
adicionado encontrado (%) Média (%)
(ng/mL) (ng/mL)
R1 2,5 2,68 100,62
R2 3,5 3,40 101,42 100,6
R3 4,2 4,07 98,16

5.1.3. Precisao

A precisdo do método foi realizada a partir da analise de 7 solugdes de
difloxacino substancia quimica de referéncia com concentragcdo de 3,5 ug/mL no
mesmo dia (precisao intradia) que resultou em um coeficiente de variagdo de 1,35%
(Tabela 10) e em dias diferentes (preciséo interdia) obtendo-se um coeficiente de

variagéo de 1,64 % (Tabela 11).
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Tabela 10: Valores obtidos no ensaio de precisado intradia do método por CLAE

P1 Média CV(%) P2 Média CV (%) CV (%) médio
281417 288756
283856 284667
282122 286974
283782 281417 1,95 285778 285629 0,76 1,35
280393 281690
270322 285906
288026 285629
Em que:
P1 = areas obtidas a partir da leitura de 7 solugdes padrdo analisadas

primeiramente

P2 = areas obtidas a partir da leitura de 7 novas solugbes de padrao realizadas no
memso dia

CV = Coeficiente de variacgao.

Tabela 11: Valores obtidos no ensaio de precisdo interdia do método por CLAE

P1 Média CV(%) P3 Média CV (%) CV (%) médio
281417 290920
283856 287755
282122 290950
283782 281417 1,95 289586 287866 1,32 1,64
280393 280299
270322 289706
288026 285843
Em que:
P1 = areas obtidas a partir da leitura de 7 solugdes padrdo analisadas

primeiramente
P3 = areas obtidas a partir da leitura de 7 novas solucbdes de padrao realizadas em

dias diferentes



CV = Coeficiente de variagao

5.1.4. Doseamento
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O doseamento foi realizado a partir da comparagéao de 7 solugdes de padrao

na concentragcao de 3,5 ug/mL e 7 solugdes de difloxacino amostra com a mesma

concentracdo em 3 dias diferentes. O valor médio de difloxacino encontrado na

amostra de Dicural® comprimidos revestidos foi de 94,70 % como pode ser

observado na Tabela 12.

Tabela 12: Doseamento de difloxacino comprimidos revestidos pelo método por

CLAE
Dia Teor de DIFX Teor médio (%) CV (%)
Mg/mL (%)
1 3,33 95,26
2 3,30 94,48 94,70 0,51
3 3,30 94,36

5.1.5. Limite de quantificagao e detecgcao

Os limites de quantificacdo e detecgcdo foram calculados com base nas

equacdes da reta obtidas a partir das curvas analiticas. O limite de deteccao foi

calculado a partir da Equacgao 4:

LD =3,0 xd/a

Equacéao 4
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O limite de quantificacao foi calculado a partir da Equacao 5:

Equacéo 5
LQ=10xd/a
Em que:
d = desvio padrao dos coeficientes lineares das curvas analiticas
a = média dos coeficientes angulares da reta.
A partir destes calculos foram obtidos valores para os limites de detecgcao e

quantificagc&o iguais a 0,07 e 0,24 pg/mL, respectivamente.

5.1.6. Seletividade

A seletividade do método foi calculada a partir da comparagao entre os
valores obtidos a partir das leituras de 7 solugdes amostra e 7 solugdes padrao ,
utilizando-se os teste t de student e teste F (INMETRO, 2007), em ambos os testes
o valor calculado foi menor que o valor tabelado, indicando que n&o ha interferéncias
dos excipientes no ensaio. Para confirmar a seletividade foi realizada a degradacéao
de difloxacino untilizando NaOH 1 M e H202 1 % e luz UVC. Nos cormatogramas é
possivel observar que houve degradacao de difloxacino, gerando picos de absorgao
em tempo médio de 2,5 minutos e na sobreposigcdo dos cromatogramas € possivel
verificar que a area do pico de difloxacino € menor em relagdo ao padrdo nao
degradado.

Para realizacdo da degradagédo de padréo de difloxacino, 600uL da solugao

padrao de difloxacino foi transferida em triplicata para baldo volumétrico de 10mL,
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adicionou-se 5mL de solugdo de NaOH 1 M e apdés um periodo de 3 horas o baldo
foi completado com HCI 0,1M e essa solugao foi lida sob as mesmas condi¢des
estabelecidas para o restante o ensaio, como resultado foi obtido o cromatograma

apresentado na Fig. 13.
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Fig. 13: Cromatograma da solu¢do padrao de difloxacino degradada por NaOH 1
M

Na Fig. 14 ¢é possivel observar a sobreposicdo dos cromatogramas de
difloxacino solugao padrao e difloxacino degradado por NaOH 1 M, onde é possivel
observar que o tempo de retengdo do pico gerado pelo produto de degradagéo( 2,5

min) é distintoa do tempo de retengao do pico do analito( 3,7min).
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Fig 14: sobreposicdo do cromatograma da solugdo padrédo de difloxacino e

difloxacino degradado por NaOH 1 M ( azul).

Para a realizagdo da degradagao de padréao de difloxacino, 600uL da solugéo
padrao de difloxacino foi transferida em ftriplicata para baldo volumétrico de 10mL

adicionou-se 5mL de de solugcédo H;O, 1 % e apds um periodo de 3 horas o baldo
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foi completado com HCI 0,1M e essa solugao foi lida sob as mesmas condi¢des
estabelecidas para o restante o ensaio, como resultado foi obtido o cromatograma

apresentado na Fig.15.
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Fig 15: Cromatograma da solugéo padrao de difloxacino degradada por H,O2 1%.

Na Fig. 16 é possivel observar a sobreposicdo dos cromatogramas de
difloxacino solugéo padrao e difloxacino degradado por H,O, 1%, onde é possivel
observar a alteracdo do tempo de retencdo do pico de interesse além do

aparecimento de um novo pico.
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Fig 16: Sobreposicdo do cromatograma da solugdo padrdao de difloxacino e

difloxacino degradado por H,O2 1% ( preto).

Para realizacédo da degradagado de padrao de difloxacino, 600uL da solugao
padrao de difloxacino foi transferida em triplicata para baldao volumétrico de 10mL e
completada com HCI 0,1 M obtendo-se uma solugdo com concentracdo de 6,0

Mg/mL. Essa solugédo foi levada a luz UVC 540nm por trés dias e injetada no
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cromatografo sob as mesmas condi¢cdes estabelecidas para o restante do ensaio,

como resultado foi obtido o cromatograma apresentado na Figura 17.
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Fig. 17: Cromatograma da solugéo padréo de difloxacino degradada por Luz UVC.

Na Figura 18 é possivel observa a sobreposicdo dos cromatogramas de
difloxacino solugdo padrao e difloxacino degradado por Luz UVC, onde é possivel
observar que o tempo de retengdo do pico gerado pelo produto de degradagéo (2,5

min) é distintoa do tempo de retengao do pico do analito (3,7min).
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Fig. 18: sobreposicdo do cromatograma da solugdo padréo de difloxacino e

difloxacino degradado por Luz UVC (azul).

Na Figura 19 é possivel observar a sobreposi¢cdo do cromatograma da solugéo
padrdo nao degradada e das solugdes de difloxacino padréo degradadas pelos

diferentes solventes e pela luz UVC.
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Fig 19: sobeposicao das solugdes de difloxacino padréo ( azul claro) e degradado
por NaOH 0,1 M (verde),H»O, ( azul escuro) e luz UVC (preto).

Com a sobreposicao desses cromatogramas, comprova-se visualmente que o
método € seletivo, pois é capaz de detectar uma pequena diferenca entre as areas
das solugdes degradadas e ndo degradadas, uma alteragdo nos tempos de

retengao, além dos novos picos gerados em um tempo médio de 2,5minutos.

5.1.7. Robustez

A robustez do método foi avaliada variando-se o comprimento de onda
utilizado no ensaio. Foram realizadas as leituras variando-se o comprimento de onda
de 279 nm para 276 nm e a partir dos testes F e t de student foi possivel verificar
com 95% de confianga que n&o ha diferenga na metodologia perante uma pequena
variagdo do comprimento de onda (INMETRO, 2007), pois os valores de t e F
calculados (1,31 e 0,27, respectivamente) foram menores que os valores de t e F

tabelados (2,18 e 4,28 respectivamente).

5.2. Espectrofotometria na regiao UV

5.2.1. Curva Analitica

O intervalo apresentou-se linear entre 3,0 a e 8,0 uyg/mL, que foram utilizadas
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para construir a curva analitica. Para construcdo da curva analitica as 6
concentragcdes foram preparadas e medidas em triplicata. Foram feitas 3 curvas em
trés dias diferentes e o coeficiente de correlagédo foi determinado a partir da média
de todas as curvas (Tabela 13). O coeficiente de correlagdo obtido foi 0,9999 (Fig.

18).
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010 T T T T T T T

y = 0,0987x + 0,0116
R? = 0,9998

Fig 18: Curva analitica difloxacinoobtida por espectrofotometria na regido
UVv.
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Tabela 13:Valores médios dos valores de absorvancia obtidos a partir da leitura das
solugdes de difloxacino substancia de referéncia pelo método por espectrofotometria
na regiao UV.
Concentragao Absorvancias Absorvancias CV%
(ng/mL) médias
0,2815
3,0 0,2965 0,2905 2,73
0,2935
0,3781
4,0 0,3646 0,3739 2,16
0,3790
0,4618
5,0 0,4691 0,4679 1,20
0,4728
0,5681
6,0 0,5562 0,5627 1,07
0,5638
0,6504
7,0 0,6509 0,6496 0,27
0,6476
0,7395
8,0 0,7443 0,7457 0,95
0,7534

5.2.2. Precisao

Os valores de precisao foram obtidos a partir da leitura de sete solucdes de
difloxacino na concentragao de trabalho 5,5 pg/mL. A preciséo intradia foi realizada
em um mesmo dia por diferentes analistas com um coeficiente de variagéo de 1,87%
(Tabela 14). A precisao interdia foi realizada em dias diferentes e o coeficiente obtido

foi de 1,92%, como pode ser observado na Tabela 15.
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Tabela 14: Valores obtidos no ensaio de precisao intradia por espectrofotometria na

regiao UV.
P1 Média CV(%) P2 Média CV (%) CV (%)
médio
0,5652 0,5599
0,5493 0,5403
0,5548 0,5471
0,5595 0,5581 1,60 0,5594 0,5516 2,05 1,87
0,5690 0,5677
0,5447 0,5364
0,5648 0,5510
Em que:
P1 = areas obtidas a partir da leitura de 7 solugdes padrdo analisadas

primeiramente
P2 = areas obtidas a partir da leitura de 7 novas solugdes de padrao realizadas no
memso dia

CV = Coeficiente de variacao

Tabela 15: Valores obtidos no ensaio de preciséo interdia por espectrofotometria na

regiao UV.
P1 Média CV(%) P3 Média CV (%) CV (%)
médio
0,5652 0,5333
0,5493 0,5671
0,5548 0,5464
0,5595 0,5581 1,60 0,5537 0,5569 2,25 1,92
0,5690 0,5638
0,5447 0,5725

0,5648 0,5621
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Em que:

P1 = areas obtidas a partir da leitura de 7 solugdes padrdo analisadas
primeiramente

P2 = areas obtidas a partir da leitura de 7 novas solu¢gdes de padrao realizadas em
dias diferentes

CV = Coeficiente de variacao

5.2.3.Exatidao

A exatidao foi calculada pelo método da adicdo de padrdo, em que diferentes
quantidades conhecidas de padrao sao adicionadas a quantidades constantes de
amostra. As solucdes utilizadas neste ensaio foram preparadas em baldo
volumétrico de 10mL que foram completados com acido cloridrico 0,1 M de acordo

com a Tabela 16.

Tabela 16. Preparo das solugdes utilizadas no ensaio de recuperacado pelo método

uv
Volume adicionado Volume adicionado Concentragao
de amostra ( de padrao ( Final(png/mL)
100pg/mL) 100pg/mL)

Amostra 200 pL - 2,0

R1 200 pL 240 yL 4,4

R2 200 pL 350 pL 5,5

R3 200 pL 460 pL 6,6

Padrao 200 uL 2.0
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A porcentagem de difloxacino recuperada apos a realizacdo das analises foi

calculada pela seguinte Equacao 3:

Em que:

%R = [(Cr — Ca)/Cp] x 100

Cr = concentracgéo final (ug/mL)

Ca = concentragédo da amostra (ug/mL)

Equacéao 3

Cp = Concentragao tedrica da solugao de padrao adicionada (ug/mL)

A recuperacao média obtida pelo método de espectrofotomeria na regido UV

foi de 98,6 %, como é possivel observar na Tabela 17.

Tabela 17. Valores de recuperacdo obtidos no método de espectrofotometria na

regiao UV
DIFX DIFX encontrado Recuperagdo Recuperagao
adicionado (ng/mL) (%) Média (%)
(ng/mL)
R1 2,4 2,39 99,88
R2 3,5 3,42 97,77 98,6
R3 4,6 4,51 98,16

5.2.4. Limites de Deteccao e Quantificagao

Os limites de detecgdo (LOD) e quantificagdo (LOQ) foram determinados

matematicamente através da relagao entre o desvio padrao da curva de calibragao e

sua inclinacdo como indicado nas Equacdes 4 € 5.
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Equacéao 4 Equacéo 5

LOD=3,3xs/a LOQ=10xs/a

Em que:
s = desvio padrdo dos coeficientes lineares de todas as curvas analiticas
realizadas.

a = média dos coeficientes angulares de todas as curas analiticas realizadas.

Os valores de LOD e LOQ obtidos por este método foram 0,11 e 0,32 ug/mL,

respectivamente.

5.2.5. Robustez

No ensaio de robustez foram testadas variagdes de comprimento de onda de
279nm para 277nm e 281nm e variagdes de tipo de baldo utilizado, baldes
transparentes e baldes ambar. O calculo da robustez foi realizado matematicamente
através dos testes F e teste t de Student. No teste F é possivel verificar se os
valores encontrados para as duas variaveis possuem a mesma variabilidade, e no
teste t, verifica-se se as médias obtidas sdo estatisticamente iguais, utilizando estes
dois testes em conjunto € possivel verificar se pequenas variagdes no método nao
interferem nos resultados obtidos (robusto)(INMETRO,2007) .

O método apresentou-se robusto para variagcbes de comprimento de onda,
com valores de F calculado menores que os de F tabelado, assim como os valores
de t. Entretanto o mesmo n&o ocorreu para o parametro baldes incolores e baldes

ambar, resultado ja esperado devido a grande fotosensibilidade das quinolonas (
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MARINEZ et al, 2006).

5.2.6. Doseamento

A quantidade de difloxacino encontrada na amostra de Dicural® foi calculada
comparando-se as absorvancias obtidas com as solugbes de padrao e as
absorvancias obtidas com as solu¢gdes de amostra. A porcentagem de difloxacino
encontrada nas amostras de Dicural® comprimidos revestidos foi de 105,05% como

pode ser obsrvado na TAbela 18.

Tabela 18: Doseamento de difloxacino comprimidos revestidos pelo método

espectrofotométrico na regido UV

Dia Teor de DIFX Teor médio (%) CV (%)
Mg/mL (%)
1 5,24 104,88 0,59
2 5,26 105,17 105,05 0,25
3 5,29 105,10 0,32

5.2.7.Seletividade

A seletividade do método de espectrofotometria na regido UV foi calculada a
partir da comparagao entre os valores obtidos a partir das leituras de 7 solugdes
amostra e 7 solugbes padrdao , utilizando-se os teste t de student e teste F
(INMETRO, 2007), em ambos os testes o valor calculado foi menor que o valor
tabelado, indicando que nao ha interferéncias dos excipientes no ensaio, porém o0s
valores de t e F encontrados foram maiores dos que os encontrados no método por

CLAE..
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6. Discussao e Conclusao

O uso indiscriminado e incorreto de antimicrobianos que se desencadeou apos
o aparecimento da industria farmacéutica, tem cada vez mais impacto na sociedade,
pois além das terapias nao surtirem efeito, esse uso pode desencadear processos
de mutagdes microbianas gerando bactérias multirresistentes a antibidticos e
antimicrobianos. Por isso desenvolver metodologias analiticas que sejam precisas,
capazes de detectar pequenas quantidades de substancia na amostra, rapidas e de
facil execucao pelo manipulador é de extrema importancia tanto para os produtores
de medicamentos quanto para os consumidores que terdo a garantia de receber
medicamentos de qualidade. Essa preocupacdo deve estender-se para
medicamentos veterinarios, pois sdo cada vez mais comuns no mercado e nao sao
fiscalizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e sim pelo Ministério da
Agricultura. Ambos os métodos apresentados neste estudo foram desenvolvidos,
validados e apresentaram resultados satisfatérios de acordo com os parametros
estabelecidos pela RDC 899 (BRASIL, 2003a) e pelo INMETRO (2007), que
garantem a eficacia do método desenvolvido.

O desenvolvimento de dois métodos para quantificacdo de uma mesma
substancia é interessante, pois possibilita a realizagcao de testes confirmatérios e a
escolha da metodologia a ser realizada pelo fabricante de acordo com sua estrutura,
equipamentos, funcionarios disponiveis € momento da produgdo. O método
espectrofotométrico na regido UV por exemplo, pode ser uma alternativa para
industrias e farmacias de pequeno porte, e durante o processo produtivo, ja que é
um método mais rapido, de menor custo, ndo necessita de operador altamente

qualificado, utiliza solventes em menor quantidade e gera poucos residuos. Porém, o
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meétodo desenvolvido por cromatografia liquida de alta eficiéncia apresentou-se mais
seletivo e mais sensivel, além de apresentar baixa geracédo de residuos, sendo o
mais indicado para a rotina de laboratérios de controle de qualidade de industrias de
grande porte com condigdes estruturais e financeiras para arcar com os custos para
compra e manutencao dos equipamentos necessarios.

As metodologias n&o se mostraram robustas para a variagao de cor dos baldes
utilizados para o preparo das solugdes, indicando a fotossensibilidade das solugdes
preparadas a partir de difloxacino e a importancia do cuidado no preparo dessas
solucdes para a execucgao dos testes durante a rotina.

ApoOs todos os ensaios realizados, desenvolvidos e validados € possivel
concluir que os métodos apresentados podem ser utilizados na rotina de laboratérios
de controle de qualidade de grandes industrias, além disso a metologia desenvolvida
por espectrofotometria na regido UV é uma boa alternativa para industrias menores
por ser uma metodologia simples, rapida e de baixo custo para identificacdo e

quantificacao de difloxacino comprimidos revestidos.
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