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RESUMO

O antifungico fluconazol € um farmaco sintético, desenvolvido na década de 1980,
e 0 primeiro a integrar a classe dos triazéis. Este trabalho teve como objetivo
desenvolver métodos analiticos seletivos e indicativos de estabilidade para
fluconazol na forma de capsulas, incluindo métodos fisico-quimicos e
microbioldgicos, realizar estudos de dissolucao e de estabilidade. Os métodos de
analise quantitativos empregados e validados foram: (i) espectrofotometria
derivada de primeira ordem no UV a 268 nm, na faixa de concentracdo de 150—
350 pg/mL, o teor médio nas cépsulas encontrado foi de 96,42 %; (ii) CLAE,
coluna de C18 e fase mdvel composta por metanol:agua (60:40, V/V), o teor médio
obtido foi de 97,35 %; (iii) determinacdo da poténcia microbiologica, pelo método
de difusdo em agar cilindros em placa, utilizando cepas de Candida albicans, em
gue a atividade média do fluconazol em capsulas foi 88,96%. Todos esses
meétodos foram validados e apresentaram oOtima seletividade, precisdo e exatidao.
O método por CLAE é capaz de separar o farmaco de seu produto de degradacéo.
O teste de dissolucéo foi desenvolvido e validado utilizando HCI 0,1 M como meio
de dissolugéo e cesto a 75 rpm. O perfil de dissolucdo obtido € discriminativo e
apresenta oOtima precisdo e exatiddo. O estudo de estresse do fluconazol frente a
degradacéo acida, alcalina, oxidativa, térmica, fotolitica e em camara climatica (40
°C/75%) mostrou a oxidacdo como fator importante, sendo a Unica condicdo a
apresentar produto de degradacdo. O decaimento do teor do farmaco em
amostras sob estudo de estabilidade conduzido em estufa, cAmara climatica e luz-
UVC, foi determinado por CLAE e por ensaio microbioldgico. Os resultados foram
muito discrepantes, em que o teor da substancia ativa se manteve acima de 90%,
mas sua atividade apresentou decaimento significativo apresentando,
aproximadamente, 30% de atividade. O fluconazol € um farmaco instavel e
mudancas em sua molécula levam ao aumento de absor¢cdo de radiacdo UV,
assim, seu estudo de estabilidade deve ser realizado aplicando um conjunto de
técnicas fisico-quimicas e microbiolégicas para garantir resultados confiaveis.

Palavras-chave: fluconazol, estudos de estabilidade, validagdo de métodos

analiticos, dissolucdo, doseamento microbiolégico.



ABSTRACT

The antifungal agent fluconazole is a synthetic drug, developed in the 1980s, and
first joined the class of triazoles. This study aimed to develop selective analytical
methods and stability indicated method for fluconazole in capsules, including
physical-chemical, microbiological, dissolution and stability studies. The methods
of quantitative analysis employed and validated were: (i) first order derivative
spectrophotometry in the UV at 268 nm in the concentration range of 150 -
350ug/mL. The average level found in the capsules was 96.42% (ii ) HPLC, C18
column and mobile phase consisting of methanol: water (60:40, V / V), the mean
level obtained was 97.35%, (iii) determining the potency microbiological diffusion
method in agar cylinders plate, using strains of Candida albicans ATCC 90028,
where the average activity of fluconazole capsules was 88.96%. All these methods
were validated and showed good selectivity, precision and accuracy. The HPLC
method is able to separate the drug from its degradation product. The dissolution
test was developed and validated using 900 mL of 0.1 M HCI as dissolution
medium and basket at 75 rpm. The dissolution profile obtained is discriminatory
and it has highly precise and accurate. The stress study of fluconazole against the
degradation acid, alkaline, oxidative, thermal, photolytic and climate chamber (40 °
C/75%) showed the oxidation as an important factor, being the only condition to
show a degradation product. The decrease of the drug in samples submitted to
preliminary stability (conducted in stove, climate chamber and UVC-light) was
determined by HPLC and microbiological assay. The results were very inconsistent
in which the concentration of the drug remained above 90% but its activity had
significant decrease showing approximately 30% activity. Fluconazole is an
unstable drug and changes in its molecule lead to increased absorption of UV
radiation, thus its stability study should be performed by applying a set of physical-
chemical and microbiological tests to ensure reliable results.

Keywords: fluconazole, stability studies, validation of analytical methods,

dissolution, microbiological assay.
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CAPITULO | — INTRODUCAO E OBJETIVOS

1. INTRODUCAO

O fluconazol é wum antifingico aprovado atualmente para ser
comercializado em varios paises, inclusive no Brasil, onde & comercializado nas
formas farmacéuticas capsulas e solucdo injetavel, sendo o medicamento
inovador Zoltec®, produzido pelo laboratério Pfizer Ltda (Brasil, 2011). Encontra-
se disponivel em forma de cépsulas, nas dosagens de 50, 100 e 150 mg. O
fluconazol possui farmacocinética com  biodisponibilidade oral de
aproximadamente 100% (Bennett, 2003).

Este antifungico € um farmaco sintético, desenvolvido na década de 1980,
e 0 primeiro a integrar a classe dos triazéis. E metabolizado mais lentamente e
tem menos efeito sobre a sintese de esteroides humanos em relacdo aos
imidazolicos. Por essa razdo sao os triaz0is os principais farmacos antifungicos
em pesquisa e desenvolvimento.

O fluconazol apresenta atividade contra espécies de Candida sp., sendo
indicado em casos de candidiase orofaringea, esofégica, vaginal e sistémica. E
também utilizado em casos de meningite criptocdcica, sendo o farmaco de
escolha no tratamento de meningite por coccidioides; tem atividade contra
histoplasmose, blastomicose, esporotricose e dermatofitos (Park et al., 2007,
Bennett, 2003).

Na literatura, sdo encontrados muitos trabalhos relacionados a sua
atividade farmacoldgica e métodos analiticos para sua determinacdo. A maioria
dos trabalhos envolve a determinacdo do farmaco em fluidos biolégicos. Ha
poucas publicacdes relacionadas a estudos de estabilidade e métodos analiticos
indicativos de estabilidade. Sob a forma de matéria-prima, ou em formas
farmacéuticas, o fluconazol pode ser determinado por métodos como titulagéo,
espectrofotometria, cromatografia em camada delgada (CCD), cromatografia
gasosa (CG), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e por métodos
microbiolégicos.

O controle de qualidade do produto através da determinacdo do teor de
principio ativo, estudo das caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco, estudos

de estabilidade e de dissolucdo entre outros ensaios, é de fundamental
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importancia para garantir a qualidade do produto final, e, consequentemente,
confirmar a qualidade do medicamento utilizado pelo paciente. Apesar da
comprovada efichcia e seguranca no seu tratamento, até entdo, apenas a
Farmacopeia Brasileira IV e V edi¢bes (2005, 2010) possui método de analise
padronizado para o fluconazol na forma de produto acabado. O método
apresentado ndo é seletivo e sofre grandes interferéncias. Este fato justifica
pesquisas nessa area para desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos
de fluconazol em cépsulas e estudos de estabilidade.

Neste trabalho, foram realizadas analises qualitativas e quantitativas
utilizando titulometria, espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV),
espectrofotometria derivada, CLAE e ensaios microbiolégicos. Os métodos
analiticos desenvolvidos foram validados. Estudos de estresse e de estabilidade
foram desenvolvidos de forma preliminar utilizando camara climéatica, com
temperatura e umidade controlada, estufa, com temperatura controlada e cAmara
com luz ultravioleta, com o objetivo de verificar o comportamento de degradacao
do fluconazol frente a estes parametros. Também foram realizados ensaios de
perfil de dissolucdo do fluconazol com avaliacdo da utilizacdo de sinker, do inglés

‘afundador’, para capsulas de fluconazol.
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo Geral

Desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos seletivos para a
analise do produto fluconazol cipsulas e desenvolvimento de método indicativo

de sua estabilidade.

1.1.2. Objetivos Especificos

Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regido UV com
derivacdo para determinacdo quantitativa de fluconazol em capsulas.

Desenvolver e validar método por CLAE para andlise quantitativa de
fluconazol em cépsulas.

Desenvolver e validar método analitico de dissolucdo para capsulas de
fluconazol e avaliar a utilizacdo de sinker.

Avaliar a estabilidade do fluconazol frente a degradacdo acida, basica,
oxidativa, térmica e fotolitica através da aplicacdo de condigBes extremas de
estresse em solucao.

Realizar estudos de estabilidade preliminar da forma farmacéutica em

estado solido, em estufa, camara climatica e na luz UVC.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Propriedades Farmacologicas

Farmacodinamica

As infec¢Bes fungicas invasivas permanecem como importante causa de
morbidade e mortalidade, em especial na populacdo de pacientes gravemente
enfermos e em imunocomprometidos. O tratamento dessas infeccfes € ainda bastante
limitado por problemas de seguranca dos medicamentos, resisténcia microbiana e baixa
eficacia (Carrilo-Mufioz et al., 2006). A grande maioria das infec¢bes fangicas é
decorrente de leveduras do género Candida sp. e tém sido consideradas entre o0s
principais agentes causadores de infeccdo sistémica de origem hospitalar,
representando o principal fungo causador de infeccdo em corrente sanguinea.
Apresentam uma taxa de mortalidade geral em torno de 50% a 60%, com aumento do
tempo de internacdo para mais de 30 dias (Moretti, 2007). O arsenal terapéutico dos
medicamentos antifUngicos é ainda bastante restrito, principalmente no caso de
infeccdes profundas ou sistémicas, e existe a necessidade de novos antifingicos mais
eficazes e menos téxicos. Nos Ultimos anos, a anfotericina B e 0s azéis - principalmente
cetoconazol, fluconazol e itraconazol - tém sido os farmacos de primeira escolha na
terapia (Carrilo-Mufioz et al., 2006; Bergold & Georgiadis, 2004).

Nas concentracfes atingidas durante o uso sistémico, o fluconazol tem como
principal mecanismo de acéo sobre os fungos a inibicdo do esterol 14-a- desmetilase,
um sistema de enzimas microssdomicas dependentes do citocromo P450. Por
conseguinte, compromete a biossintese do ergosterol na membrana citoplasmatica e
leva ao acumulo de 14-a-metilesterdis. Esses metilesteréis podem desagregar o arranjo
compacto de cadeias aciclicas de fosfolipidios, comprometendo as fun¢cdes de
determinados sistemas enzimaticos ligados a membrana, como a ATPase e as enzimas

do sistema de transporte de elétrons, inibindo, assim, o crescimento de fungos. O dano

21



CAPITULO Il - REVISAO DA LITERATURA

causado a membrana celular confere agdo fungicida ou fungistatica dependendo do
agente envolvido (Park et al., 2007; Telles Filho, 2007; Bennett, 2003).

Farmacocinética e interacdo medicamentosa

O fluconazol é ligeiramente solUvel em agua o que permite ser administrado por
via oral ou intravenosa. Apresenta excelente biodisponibilidade, é altamente absorvido
pelo trato gastrintestinal e se difunde facilmente pelos liquidos corporais, inclusive
escarro, saliva, leite materno e no liquido cefalorraquidiano. Sua biodisponibilidade nao
€ alterada pela presenca de alimentos ou pela acidez gastrica (Marciniec et al., 2007;
Bennett, 2003). Apresenta meia-vida de eliminacdo entre 25 e 30 horas; a excrecao
renal € responsavel por mais de 90% da eliminagédo (Martinez, 2006; Bennett, 2003).

O fluconazol pode interferir no metabolismo de alguns farmacos principalmente
através da inibicdo do citocromo P450, das isoenzimas CYP3A4 e CYP2C9. Foram
relatados aumento e decaimento de esteroides contraceptivos em pacientes usando

fluconazol, sendo afetada a eficacia de contraceptivos orais (Bennett, 2003).

Toxicologia

As principais reacdes adversas relacionadas ao uso do fluconazol séo nauseas,
vomitos, cefaleia, erupcdes cutaneas, dor abdominal, diarreia e alopécia em pacientes
submetidos a tratamento prolongado com dose de 400 mg/dia. Raros casos de mortes
devido a insuficiéncia hepética ou sindrome de Stevens-Johnson foram relatados
(Bennett, 2003).

O fluconazol é teratogénico em roedores e tem sido associado a deformidades
esqueléticas e cardiacas em trés recém-nascidos de mulheres que utilizaram doses
elevadas durante a gravidez. Assim, deve ser evitado durante a gravidez e
amamentacdo (Bennett, 2003; Dash & Elmquist, 2001).
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2.2. Propriedades Fisico-Quimicas

O fluconazol (Figura 1), quimicamente denominado a-(2,4-diflurofenil)-a-(1H-
triazol-1-metil)-1H-1,2,4-triazol-1-etanol, € um p6 branco ou quase branco, ligeiramente
solavel em agua, soluvel em etanol e em acetona, facilmente solivel em metanol, muito
pouco soluvel em tolueno. Sua forma molecular é C;3H;,FNgO (C = 50,98%; H =
3,95%; F = 12,41%; N = 27,44%; O = 5,22%), com peso molecular 306,27 g/mol e ponto
de fusdo 223-224°C. E uma base fraca e sua constan te de ionizag&o (pka) medida em
NaOH 1,1 M € 1,76 + 0,10, com protonacdo predominante no nitrogénio 4 (O'neil, et al.,
2006; Dash & Elmquist, 2001).

Deve ser estocado em frasco hermeticamente fechado e a temperatura inferior a
30T (O'nell, et al., 2006).

/N
N
A
" %\\Nﬂ OH
e
F

Figura 1. Estrutura quimica do fluconazol (CAS 86386-73-4).

Seu desenvolvimento foi resultado de um programa de pesquisa dirigido ao
projeto de um agente antifingico de amplo espectro de acédo, ativo pela via oral e
intravenosa, para tratamento de infec¢cbes superficiais e sistémicas. A procura por
antifingicos com farmacocinética aceitdvel e metabolicamente estaveis levou ao

desenvolvimento da série de compostos bis-triazolicos (Pereira, 2007).
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A presenca de dois anéis triazélicos em sua estrutura € responsavel pela menor
lipofilicidade. Apresenta Log P octanol igual a 0,5 e solubilidade em agua de 8 mg/mL a
37° C, condigbes suficientes para ser formulado para uso intravenoso. A presenca de
um anel fenil halogenado aumenta a atividade do farmaco contra fungos. Também,
apresenta alta estabilidade metabdlica que foi conseguida pela combinacdo de trés
elementos estruturais: a resisténcia dos anéis triazélicos ao ataque oxidativo; o bloqueio
da hidroxilagdo aromética pela presenca dos dois atomos de flior e o impedimento
estérico da hidroxila, um sitio de possivel conjugacéo (Pereira, 2007; Dash & Elmquist,
2001).

O fluconazol apresenta boa estabilidade em solugcdo aquosa. Foi reportada a
estabilidade de formulacdes injetaveis por 1 a 2 anos quando armazenadas em frascos
de vidro ou plastico a temperatura de 5 a 30°C (Da sh & EImquist, 2001).

Nao foram encontrados na literatura cientifica estudos de estabilidade do
fluconazol matéria-prima ou em formas farmacéuticas sélidas.

Outra caracteristica importante para farmacos € a existéncia de polimorfismo. O
fluconazol teve polimorfismo relatado em 1995 por Gu e Jiang (Gu & Jiang, 1995), que
mostraram duas formas cristalinas diferentes para o farmaco. Outra forma polimorfica
também ja é conhecida (Dash & Elmquist, 2001). Em estudo termoanalitico sobre as
transformagfes poliméirficas do fluconazol, Desai e colaboradores (Desai &
Dharwadkar, 2009, e DESAI et al., 2003) mostraram que ciclos de aquecimento e
resfriamento levam a mudancgas entre as formas polimérficas do fluconazol. Mostraram
ainda que a forma polimérfica | dissolve mais lentamente se comparada a forma I,

independentemente da forma como o polimorfo | tenha sido obtido.
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2.3. Métodos de Anéalise

A monografia oficial do fluconazol matéria-prima, descrita na United States
Pharmacopeia 32 (USP 32, 2009), preconiza a identificacdo do farmaco através da
equivaléncia do espectro infravermelho ou do espectro de absorcdo de radiagéo
ultravioleta com os espectros padrdo. Para o doseamento é preconizado ensaio de
titulacdo em meio ndo aquoso utilizando &acido perclérico como titulante. Nao ha
monografia para o produto acabado.

A Farmacopeia Brasileira IV edi¢édo (F. Bras. IV ed., 2005) em sua quarta edicao,
no sexto fasciculo, traz as monografias para o fluconazol matéria-prima e produto
acabado na forma de cépsulas. Para o doseamento da matéria-prima, € preconizada
titulagio em meio ndo aquoso. O produto acabado deve ser analisado por
espectrofotometria na regido do ultravioleta com leitura no comprimento de onda 261
nm. Até a IV edicdo da Farmacopeia Brasileira (2005), o teste de dissolugdo para o
fluconazol na forma de capsulas néo era preconizado.

A V edicdo da Farmacopeia Brasileira, dezembro de 2010, atualizou a
monografia do fluconazol capsulas preconizando os métodos anteriormente descritos
na consulta publica 10/2009 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA. Os
métodos propostos na consulta puablica para o fluconazol céapsulas séo
espectrofotometria derivada na regido do UV, 261 nm, empregando HCI| 0,1 M como
meio diluente; e CLAE, empregando fasemdvel composta por agua e acetonitrila na
proporcdo 78:22 e coluna Cig de 150 mm de comprimento, ambos para o doseamento
do farmaco e teste de dissolucdo empregando cesto a 100 rpm, HCI 0,1 M como meio
de dissolucao e coleta em 30 minutos.

Coelho e colaboradores (Coelho et al., 2004) desenvolveram método para o teste
de dissolugcéo do fluconazol capsulas no qual utilizou aparato 2 (pas), 900 mL de meio
composto por solugcédo de tampéao fosfato 0,2 M, pH 7,0 mantido a 37,0 £ 0,5 °C e 100
rpom de velocidade para agitagdo do meio. Sinkers ndo foram utilizados. Porta e
colaboradores (Porta et al., 2002) utilizaram para o teste de dissolugcdo o aparato 1
(cesto), HCI 0,1 M, mantido a 37,0 C, como meio de dissolucédo e velocidade de

agitacao igual a 100 rpm.

25



CAPITULO Il - REVISAO DA LITERATURA

A Food and Drug Administration (FDA, 2010) recomenda para fluconazol
comprimidos e suspenséao, formas comercializadas nos Estados Unidos da América, a
utilizacdo de agua deionizada como meio de dissolucdo, aparato 2 e velocidade de 50
rom. Para a forma de comprimidos, é recomenda a utilizacdo de 900 ou 500 mL de
meio de dissolucdo dependendo da dosagem e na realizacdo de perfil de dissolugéo as
amostragens devem ocorrer apés dez, 20, 30, 45 e 60 minutos de teste.

Existem descritos na literatura varios métodos analiticos para determinacao do
fluconazol em preparacbes farmacéuticas, matéria-prima ou em material bioldgico
utilizando CLAE, como mostra o Quadro 1.

Porta e colaboradores (Porta et al., 2002) desenvolveram um método que utiliza
espectrofotometria na regido do ultravioleta para a determinacdo do fluconazol em
testes de dissolucdo e doseamento empregando acido cloridrico 0,1 M como solvente.
A lei de Lambert-Beer foi observada na faixa de concentracdo entre 8,0 pg/mL e 560,1
pg/mL. O espectro de absorgcdo, com melhor resolucéo para o fluconazol, foi obtido na
concentracdo de 200 pyg/mL. A maxima absorcéo foi observada em 261 nm e em 267
nm. As leituras foram realizadas no comprimento de onda 261 nm. O método apresenta
exatiddo, precisdo, especificidade, limite de deteccdo, limite de quantificacdo e
linearidade adequados e nado sofreu interferéncia dos excipientes das formulacdes
testadas.

Coelho e colaboradores (Coelho et al., 2004) propuseram um método
semelhante ao desenvolvido por Porta e colaboradores (Porta et al., 2002). O método
foi empregado na determinacdo do fluconazol matéria—prima e produto acabado e
utilizou solucdo de hidroxido de sodio 0,1 M como solvente. O método, também, néo
sofre interferéncia dos excipientes das formulacdes testadas e mostrou-se preciso e
com boa repetibilidade.

Devido a relativa pouca solubilidade em agua e a possivel protonacdo dos
nitrogénios do anel triazolico, os mesmos pesquisadores (Coelho et al., 2004)
propuseram ainda dois meétodos para o doseamento do fluconazol matéria-prima por
titulacdo em meio ndo-aquoso utilizando &acido perclérico 0,1 M como titulante e cloreto
de metilrosanilinio e p-naftolbenzeina como indicadores. Os dois métodos nao diferem

entre si em mais que 1%.
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CAPITULO Il - REVISAO DA LITERATURA

Marciniec e colaboradores (Marciniec et al., 2007) propuseram alguns
métodos para a determinacdo de fluconazol matéria-prima e estudo de sua
estabilidade ap0s esterilizacdo por radiacdo ionizante. Os autores desenvolveram
método por espectrofotometria na regido do ultravioleta utilizando a mistura
metanol-agua (1:4) como solvente e concentracédo de fluconazol empregada igual
a 0,02% m/v.

Também foi proposto, método que utiliza CLAE, utilizando coluna de fase
reversa C18 Purosphere STAR® e fase moével composta por solugcdo de
NaH,P0O,4.H,O-metanol-acetonitrila (82,7:7,1:10,2, v/v/v). Para analise, utilizaram
vazdo de 1,5 mL/min e comprimento de onda igual a 254 nm (Marciniec et al.,
2007).

Foram ainda propostos cinco métodos que utilizam CCD, cada um com fase
movel distinta, bem como ressonancia magnética nuclear — RMN,
espectrofotometria por infravermelho e microscopia eletrénica de varredura,
empregados na deteccao e caracterizacdo do fluconazol.

Hurtado e colaboradores (Hurtado et al., 2008) desenvolveram um método
analitico por CLAE para a quantificagcdo do fluconazol na forma farmacéutica
injetavel. Foi utilizada coluna de fase reversa C18 (150 x 4,6 mm, 4 pm)
Phenomenex®, eluicdo isocratica da fase mével composta por agua e metanol
(55:45, viv) e deteccao por ultravioleta a 260 nm. O tempo de retencdo do
fluconazol foi de 4,9 minutos.

Outro método utilizando CLAE e desenvolvido para a determinacdo do
fluconazol é proposto por Abdel-Moety e colaboradores (Abdel-Moety et al., 2002).
O método utiliza coluna de fase reversa C18, fase movel composta pela mistura
de acetonitrila e trildroximetil aminometano (25 mM) dissolvido em tampéo fosfato
(pH 7), na proporcao 55:45 (v/v), vazédo de 1,5 mL/min e comprimento de onda
igual a 260 nm. O tempo de retencdo do fluconazol foi de, aproximadamente 2,4
minutos.

Muitos trabalhos publicados trazem métodos de determinagéo do fluconazol
em fluidos corporais, tecidos e permeados celulares por CLAE, como pode ser

visto no Quadro 1. Alguns desses métodos publicados foram desenvolvidos sem a
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CAPITULO Il - REVISAO DA LITERATURA

utilizacdo de solugcdes tampéo com parte de fase movel, o que aumenta a vida util
da coluna cromatogréafica e do equipamento (Hurtado et al., 2008; Zhang et al.,
2008; Porta et al., 2005; Vaden et al., 1997; Coclgho et al., 1996). Muitos, também,
empregam detector de massas para a detec¢cdo de pequenas concentracdes deste
farmaco nas amostras bioldgicas (Barathi et al., 2008; Youdim et al., 2008;
Conrado et al., 2007; Sun et al., 2004; Moraes et al., 1999).

Alguns métodos utilizando a espectrofotometria derivada foram relatados na
literatura para quantificacdo do fluconazol. Em 2002, Aboul-Enein e colaboradores
(Aboul-Enein et al., 2002 ) determinaram fluconazol por espectrofotometria
derivada de primeira ordem na regido do UV para analise de xaropes. Goger &
Aboul-Enein (Goger & Aboul-Enein, 2001) utilizaram a espectrofotometria derivada
de segunda ordem, na regido do UV, para avaliar fluconazol em capsulas e
solucéo intravenosa.

Outros métodos descritos para a determinacdo do fluconazol incluem
método microbioldgico (Hurtado et al., 2008), cromatografia gasosa (Debruyne et
al., 1988) e cromatografia capilar eletrocinética micelar — MECC (Heeren et al.,
1996).

Recentemente alguns trabalhos tém sido publicados sobre a identificacéo e
caracterizacdo de impurezas no fluconazol matéria-prima. Muitas s&8o as
impurezas descritas e estas provéem da sintese do farmaco (Dongre et al., 2007 e
2006). No entanto, nesta pesquisa, ndao foram encontrados dados sobre produtos

de degradacéo do fluconazol descritos na literatura.

31



CAPITULO Ill - VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

3.1. INTRODUCAO

Os métodos analiticos tém por objetivo fornecer informacfes confidveis
guanto a natureza e a composi¢cdo dos materiais submetidos a anélise. Sabe-se,
entretanto que, certo grau de variabilidade esta atrelado a todas as avaliacdes.
Portanto, um dos objetivos da garantia de qualidade € manter em patamar minimo
esta variabilidade.

A validacdo é parte importante do programa de garantia de qualidade,
sendo os procedimentos incluidos nas normas de Boas Praticas de Fabricacdo
exigidas pelo FDA e aplicadas nas industrias farmacéuticas, devendo, também
ocorrer conforme as Boas Préticas de Laboratério. Nos ultimos anos, a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), na Resolucédo n° 899, de 29 de maio de
2003, divulgou aspectos relacionados a validacdo de métodos analiticos (Brasil,
2003).

A escolha do método deve levar em consideragdo fatores como sua
adequacédo a substancia analisada em determinada forma farmacéutica. Precisao,
exatiddo, sensibilidade e especificidade sdo caracteristicas fundamentais de um
método analitico (USP 32, 2009; Ermer, 2001), porém outras como a
disponibilidade de instrumentos e equipamentos, rapidez, custo reduzido,
simplicidade e baixo risco ocupacional também devem ser consideradas.

A USP 32 (2009) e a Farmacopeia Britanica (BP, 2003) fazem referéncia a
validacdo analitica de forma destacada, incluindo a definicAo dos termos e
parametros analiticos envolvidos nos ensaios de validacdo. Os atributos do
método analitico ou parametros de validacdo estdo descritos em inumeras
publicacbes (Ermer, 2001; Heyden et al., 2001; Persson & Vessman, 2001; Wood,
1999; Vessman, 1996).

A ICH (The International Conference on the Harmonization of the Technical
Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) estabelece
requerimentos em duas diretrizes: orienta definicbes de caracteristicas sobre
validacdo necessaria para varios tipos de procedimentos e inclui dados

experimentais requeridos e algumas interpretacdes estatisticas (ICH, 2005).
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CAPITULO Ill - VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A introducdo de métodos analiticos exige a adocdo de procedimentos de
validacdo que conferem a confiabilidade necesséria para a aplicacdo das técnicas
de quantificacdo. O desenvolvimento de métodos que permitam quantificar
farmacos em matérias-primas e produtos acabados é fundamental para o controle
de qualidade destes produtos, tanto no ambito da industria farmacéutica nacional
e internacional, como em farméacias magistrais publicas e privadas (Oliveira,
2009).

A necessidade de se mostrar a qualidade de medi¢des quimicas, através de
sua comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, esta sendo cada vez mais
reconhecida e exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes
desastrosas e a prejuizos financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo
meétodo analitico gere informacdes confidveis e interpretaveis sobre a amostra, ele
deve ser validado. A validacdo de um método € um processo continuo que
comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento e transferéncia (Ribani et al.,, 2004). Para registro de novos
produtos, todos os orgaos reguladores do Brasil e de outros paises exigem a
validacdo de métodos analiticos e, para isso, a maioria deles tem estabelecido
documentos oficiais que sao diretrizes a serem adotadas no processo de
validacdo (USP 32, 2009; Brasil, 2003; ICH, 2005).

A descricdo dos parametros que podem ser avaliados na validacdo de um
meétodo, segundo USP 32 (USP 32, 2009), ICH (ICH, 2005) e a Resolucdo da
ANVISA n° 899 (Brasil, 2003), séo:

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

padrdo do produto de degradacdo nao estiver disponivel, pode-se comparar 0s
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CAPITULO Ill - VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

resultados dos testes das amostras contendo impurezas ou produtos de
degradacdo com os resultados de um segundo procedimento bem caracterizado
(por exemplo, métodos farmacopeicos ou outro procedimento validado). Estas
comparagOes devem incluir amostras armazenadas sob condigbes de estresse
(por exemplo, luz, calor, umidade, hidrélise acida/basica, oxidacéo).

b) Precisdo: A precisdo € a avaliagdo da proximidade dos resultados
obtidos em uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma
amostra e expressa a importancia dos erros aleatérios sobre o desempenho
analitico. Este procedimento analitico € usualmente expresso como desvio padrao
relativo (DPR) (equacdo 1). A precisdo € considerada em trés niveis:
repetibilidade, precisao intermediaria e reprodutibilidade.

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

- Precisédo intermediaria (interdia): esta relacionada com variagbes no mesmo
laboratorio, obtidos com diferentes analistas, diferentes dias, diferentes
equipamentos, etc.

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

analiticos).

DP x100 ~
DPR= ———— equacao 1
cMD (equagao 1)

em que, DP é o desvio padrdo e CMD é a concentracdo média

determinada.

c) Exatiddo: A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos
resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor aceito como
verdadeiro. Pode ser determinada pela aplicacdo do teste de recuperacdo da
concentracdo média do analito em diferentes concentracdes e pelo desvio padréo

relativo. No teste de recuperacdo adiciona-se quantidade conhecida de substancia
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guimica de referéncia na amostra ou placebo (placebo enriguecido) e calcula-se o
percentual recuperado pelo método através da comparacdo dos resultados do
meétodo proposto com os obtidos por um método j& caracterizado, cuja exatidao,
tenha sido estabelecida, como por exemplo, um método farmacopeico, ou ainda
pode ser inferida, uma vez estabelecida a precisao, linearidade e especificidade
do método sendo inferida através da equacéo da reta linear.

d) Linearidade: E a capacidade de um método analitico demonstrar que os
resultados obtidos sédo diretamente proporcionais a concentragdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. A linearidade deve ser realizada
com no minimo cinco niveis de concentragfes diferentes.

e) Limite de deteccgdo: é a menor quantidade que uma substancia presente
em uma amostra, pode ser detectada, porém, ndo necessariamente quantificada,
sob as condi¢cbes experimentais estabelecidas. Para determinacédo do limite de
deteccao (LD), a equacéo 2 é utilizada:

DPax3
IC

LD =

(equacéo 2)
em que, DPa é o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no
minimo, trés curvas analiticas e IC é a inclinac@o da curva analitica.

f) Limite de quantificacdo: representa a concentracdo mais baixa da
substancia em exame que pode ser determinada com precisdo e exatidao
aceitaveis, sob as condi¢des experimentais especificadas. Para determinacao do
limite de quantificacdo (LQ), a férmula utilizada € mostrada na equacéao 3.

_ DPax10

TS

(equacéo 3)

em que, DPa € o desvio padrdo do intercepto com o eixo do Y de, no

minimo, trés curvas analitica e IC é a inclinacéo da curva analitica.
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g) Robustez: é a capacidade que o0 método possui em resistir a pequenas e
deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Indica sua confiangca durante o
uso normal. Para desenvolvimento de métodos devem-se realizar variagdes nos
parametros considerados criticos e passiveis de erros. Um método é considerado
robusto quando as alteracdes testadas nédo produzem mudancgas significativas nos
resultados.

Youden & Steiner (1975) propuseram um método que aplica combinacao
fatorial para o ensaio de robustez. Esse método permite ndo apenas avaliar a
robustez como também a influéncia de cada parametro no resultado final. No teste
de Youden sete parametros sao escolhidos e avaliados por oito corridas analiticas
de acordo com a combinacéo fatorial (Cesar & Pianetti, 2009). Para determinar a
influéncia de cada parametro, a média dos resultados das quatro corridas em que
o parametro sofreu alteracéo é comparada com a média dos resultados das quatro
outras corridas em que nao foi alterado. Sabendo se algum parametro apresenta
alta influéncia sobre o resultado analitico € possivel estabelecer critérios mais
rigorosos para evitar eventuais variagbes durante a rotina analitica (Cesar &
Pianetti, 2009).

A escolha do método deve levar em consideracdo fatores como sua
adequacédo a substancia analisada, em determinada forma farmacéutica. Precisao,
exatiddo, sensibilidade e especificidade sdo caracteristicas fundamentais de um
método analitico (USP 32, 2009; Ermer, 2001), porém outras como a
disponibilidade de instrumentos e equipamentos, rapidez, custo reduzido,
simplicidade e baixo risco ocupacional podem também ser consideradas. A
validacdo envolve ndo apenas os procedimentos do processo produtivo, mas
todos os métodos empregados no controle de qualidade, incluindo a comparacéao
do método estudado com o método oficial ou outro método anteriormente
validado.

Este trabalho apresenta a validagédo de alguns métodos desenvolvidos para
a avaliacdo do fluconazol sendo eles: a espectrofotometria derivada na regido UV,
CLAE, dissolucéo e microbiolégico.

Para o tratamento estatistico foi utilizado o software Excel®.
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3.2. PARTE EXPERIMENTAL

Materiais

Substancia Quimica de Referéncia (SQR)

Foi utilizado fluconazol, substancia de referéncia, com teor estimado em
100% e identificado pelo lote 098k4715. Este € um padrao primario adquirido da
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Matéria-prima (padréo de trabalho)

Foi utilizado fluconazol, matéria-prima, com teor declarado em laudo
analitico igual a 100,3 % e identificado pelo lote 190508. Substancia gentilmente

doada pela empresa EMS S/A (Campinas, Brasil).
Produto farmacéutico

Foram analisadas cépsulas contendo 150 mg de fluconazol (teor rotulado),
manipuladas pela farmacia magistral da Farmacia Escola da UNESP de
Araraquara (Lote: 003-05/09), amostra A. Férmula unitéria: fluconazol (150 mg),
celulose microcristalina (113 mg), fosfato de calcio (100 mg), lauril sulfato de sédio
(1,5 mg), amido (30 mg), Aerosil® (5 mg) e talco (50 mg).

Placebo
Foram utilizados placebo do produto farmacéutico fluconazol 150 mg,
preparado pela farméacia magistral da Farméacia Escola da UNESP de Araraquara.

Formula unitéria: celulose microcristalina (113 mg), fosfato de calcio (100 mg),

lauril sulfato de sédio (1,5 mg), amido (30 mg), Aerosil® (5 mg) e talco (50 mg).
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Este produto foi gentilmente doado pela farmacia magistral da Farméacia

Escola da UNESP de Araraquara.
Cépsula

Foram utilizadas capsulas nimero zero iguais as utilizadas na fabricagédo do
produto farmacéutico fluconazol 150 mg pela Farmacia Escola da UNESP de
Araraquara. As capsulas foram gentilmente doadas pela farmacia magistral da
Farmacia Escola da UNESP de Araraquara.

Amostras de diferentes farméacias magistrais e industrializada

Amostras de fluconazol (capsulas contendo 150 mg do farmaco)
manipuladas em diferentes farmacias magistrais: amostra B (sem namero de lote),
amostra C (lote: FL0408002), amostra D (lote: 101852/1), e uma amostra
industrializada, produto genérico, amostra E (lote: 47226), foram adquiridas em
diferentes estabelecimentos comerciais de Araraquara e foram utilizadas para

aplicacdo dos métodos desenvolvidos.

Equipamentos

- Autoclave (PHOENIX®)

- Balanca analitica (METTLER®, modelo H10)

e Cubetas de quartzo de 1 cm

« Coluna Waters Symmetry ® C18, 5um, 250 x 4,6 mm

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

« Cromatégrafo liquido Waters®, composto de bomba cromatografica
gradiente binaria Waters 1525, injetor manual Rheodyne Breeze 7725i e
detetor UV-Vis Waters 2487

- Cromatografo liquido Waters® modelo 2695

« Cromatégrafo liquido Varian® modelo LC 920
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Espectrofotdmetro Hewlet Packard® Mod. 8453, com software chemstation
UV — visivel

Espectrofotémetro UV/VIS Shimadzu®, modelo UV Mini-1240

Estufa FABBE® Ltda

Camara climéatica Marconi®, MA 835/UR

Membranas de celulose regenerada com 0,45 mm de didametro de poro
Micropipetas, BOECO

Paquimetro (STARRET, modelo digital eletrénico série 727).

Solventes e reagentes

Acido acético (MVERCK)

Agar Sabourand

Agua ultrapura — agua Milli-Q

Etanol (Synth, Brasil)

Fosfato de potassio monobésico (Reagen, Brasil)
Metanol (MERCK)

Metanol grau HPLC (J.T.Baker)

Trietilamina
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3.2.1. ANALISE QUALITATIVA

3.2.2.1. Determinacao do peso médio das cpsulas de fluconazol

Método

A determinacdo do peso médio foi realizada conforme a Farmacopeia
Brasileira (F. Bras. V ed., 2010). Foram pesadas, individualmente, 20 capsulas
cheias, posteriormente foram esvaziadas e as capsulas vazias foram novamente
pesadas. Os resultados podem ser vistos na Tabela 1. Para capsulas contendo

peso médio acima de 300 mg, a variacao de peso permitida € 10%.
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Tabela 1. Resultado para o teste de peso médio de fluconazol capsulas, amostra
A.

Cépsulas  Cépsulas _ DPR

cheias vazias Diferenga (%)

1 553,5 92,6 460,9 3,62
2 531,9 93,0 438,9 -1,33
3 543,6 95,4 448,2 0,76
4 526,2 94,4 431,8 -2,92
5 525,4 94,2 431,2 -3,06
6 547,8 95,5 452,3 1,69
7 549,8 96,8 453,0 1,84
8 533,1 97,2 435,9 -2,00
9 547,6 96,8 450,8 1,35
10 536,2 96,6 439,6 -1,17
11 552,3 93,7 458,6 3,10
12 535,9 96,4 439,5 -1,19
13 534,5 97,3 437,2 -1,71
14 537,9 93,9 444.0 -0,18
15 541,8 95,4 446,4 0,36
16 542,5 95,9 446,6 0,40
17 555,4 96,9 458,5 3,08
18 530,1 95,5 434,6 -2,29
19 535,8 92,8 443,0 -0,41
20 538,1 93,0 445,1 0,07

Peso
médio 444,81

DPR= desvio padréo relativo

Todas as vinte capsulas encontram-se dentro do recomendado pela

Farmacopeia Brasileira (F. Bras. V ed., 2010).
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3.2.2. ANALISE QUANTITATIVA

3.2.2.1. Titulagéo

As amostras de fluconazol matéria-prima foram doseadas pelo método de
titulacdo em meio ndo-aquoso descrito na farmacopeia brasileira (F. Bras. IV ed.,
2005). Cem miligramas da amostra foram dissolvidos em &cido acético glacial e
titulados com &cido perclérico 0,1 M, solucdo volumétrica (SV). O ponto final foi
determinado utilizando cloreto de metilrosanilinio (cristal violeta) como indicador,
até mudanca de cor de azul para azul-esverdeado. O &cido perclorico foi
padronizado com biftalato de potassio e seu real titulo foi determinado igual a
0,1050. Realizou-se ensaio em branco e foram feitas as correcbes necessarias. O
volume gasto de titulante ao titular o branco foi de 0,2 mL. Sabendo-se que cada
mL de acido perclérico 0,1 M SV equivale a 15,314 mg de fluconazol e tendo
realizado o ensaio em triplicata, os resultados foram: teor igual a 97,77% e desvio

padrao relativo de 1,23%, como mostra a Tabela 2.

Tabela 2. Resultados para determinacdo de teor de fluconazol pelo método

titulométrico em meio ndo aquoso

Massa
_ Volume Teor
Replicata pesada
gasto (mL) (%)
(mg)
1 100,04 6,35 98,85
100,10 6,30 97,99
3 100,00 6,25 96,48
Teor médio 97,77
DPR (%) 1,23

DPR: desvio padrao relativo
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3.2.2.2. Espectrofotometria naregido do UV

Desenvolvimento analitico

Verificagcdo da seletividade dos métodos propostos para determinacao do teor do
fluconazol em capsulas pela Farmacopeia Brasileira 1V edicdo (2006) e
Farmacopeia Brasileira V edi¢do (20010) (consulta publica da ANVISA 10/2009)

O teor do produto fluconazol capsulas foi analisado em duplicata utilizando
0s métodos espectrofotométricos propostos pela farmacopéia brasileira (F. Bras.
IV ed., 2005) e pela consulta publica da ANVISA 10/2009 (Brasil, 2009) que € o
método preconizado na Farmacopeia Brasileira V edicdo (2010). Os meétodo
empregam hidréxido de sodio 0,1 M e acido cloridrico 0,1 M como diluentes,
respectivamente. Ambos preconizam a utilizacdo do comprimento de onda 261
nm, que é o maximo de absorcdo mais seletivo do farmaco, e a concentracdo do
principio ativo igual a 0,02% m/v.

A seletividade do método foi avaliada através da leitura das absorvancias
de solucdes placebo preparadas em triplicata. Para este ensaio foi utilizado
espectrofotdmetro UV/VIS Shimadzu, modelo UV Mini-1240. Os resultados podem
ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados para o teor de fluconazol capsulas e seu placebo por

espectrofotometria na regido do UV

, Absorvancia do Teor o Interferéncia
Diluente o Absorvancia do placebo o
produto médio (%) média (%)
HCI 0,1 M 0,414 0,397 99,7 0,021 0,017 0,017 4,52
NaOH 0,1 M 0,486 0,476 100,0 0,012 0,008 0,010 2,08

Os calculos de interferéncia foram executados de acordo com O
recomendado pela USP 32 (USP 32, 2009) no capitulo The dissolution procedure:

development and validation (equagéo 4).
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100C x (Ap AS) x M) (equagao 4)

em que, C é a concentragdo, em mg/mL, do padrdo; A, e As sdo as
absorvancias do placebo e do padréo, respectivamente; V € o volume de meio, em
mL; e L € a dosagem do produto, em mg.

Segundo a USP 32 (USP 32, 2009) a interferéncia de placebos em métodos
analiticos ndo deve exceder 2%. Em ambos os métodos as absorvancias das
solugdes placebo representam grande interferéncia. Este fato mostra a baixa
seletividade dos métodos no doseamento do fluconazol e coloca em risco a

gualidade dos resultados.

Desenvolvimento de método analitico por espectrofotometria na regidao do

ultravioleta para o fluconazol capsulas que nao sofra interferéncias de seu placebo

Varios foram os testes realizados na tentativa de desenvolver um método
por espectrofotometria livre da interferéncia do placebo. Foram testados diferentes
diluentes, tais como agua, solu¢des tampéo com pH’s iguais a 4 e 8, e o solvente
etanol. Os resultados podem ser vistos na Tabela 4.

N&o foi possivel o desenvolvimento de um método por espectrofotometria
que fosse livre da interferéncia do placebo ou que esta ndo fosse significante.

Assim, passou-se a verificar aplicacao da espectrofotometria derivada.

44



CAPITULO Ill - VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Tabela 4. Resultados dos testes realizados durante o desenvolvimento de método

analitico por espectrofotometria livre da interferéncia do placebo

Diluente Absorvancia média  Absorvancia média Interferéncia do
do produto do placebo placebo (%)
Agua 0,396 0,016 4,04
Tampao pH 4 0,389 0,017 4,36
Tampéao pH 8 0,384 0,009 2,37
Etanol 0,398 0,009 2,26

A derivada da absorvancia proporciona determinagdes simultaneas e o
aumento da seletividade e sensibilidade do método, entretanto, quanto maior a

ordem da derivada, maior o nivel do ruido.

3.2.2.3. Espectrofotometria derivada na regido do UV

Introducéo

O método espectrofotométrico por derivadas tem sido amplamente
empregado nas andlises de controle de qualidade de preparacfes farmacéuticas
devido a sua rapidez, simplicidade e custo relativamente baixo (Hackmann et al.,
1990; Levillain & Fombeydie, 1986; Fell, 1978; Talsky et al., 1978). Esta técnica é
uma alternativa para a determinagdo de farmacos que sofrem interferéncia do
placebo ou que apresentam valores baixos de absortividade (Martins et al., 2007).

A espectrofotometria derivada também tem sido utilizada para separar
farmacos que apresentam espectros de absorcdo em comprimentos de onda
préximos (sobrepostos/overlapping) quando estas substancias apresentam
bandas de absorcado caracteristicas na regido do ultravioleta ou visivel (Paschoal
et al., 2003).

A espectrofotometria derivativa consiste na representacao das derivadas da
absorvancia em relacdo ao comprimento de onda (dA/dA), em funcdo do

comprimento de onda. E positivo onde a absor¢cdo aumenta e negativo onde ela
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diminui. Assim, uma curva diferencial de ordem n se anula n vezes, apresentando
n + 1 bandas (Figura 2) (Rocha & Teixeira, 2004; Paschoal et al., 2003).

d"Asd

L 2

0 \JJ nm 0 - - —

Figura 2. Representacdo esquemaética das derivadas.

A diferenciacéo da lei de Lambert-Beer permite obter as equacbes 5, 6 e 7
que mostram que as derivadas d"A/d\" sd3o sempre proporcionais as
concentracdes do analito (c), sendo as aplicacdes analiticas baseadas neste fato
(Rocha & Teixeira, 2004).

dA/dA = c b (de/ dA) (equacéo 5)
d’A/dA? = ¢ b (d®€/ dA ?) (equacao 6)
d"A/dA" =c b (d"e/ dA ") (equacéo 7)

Em geral, a derivacao espectral visa determinacdes simultaneas, bem como
aumento de seletividade. Acoplado a isto, frequentemente, observa-se aumento
de sensibilidade e melhoria do limite de deteccdo. O aumento de sensibilidade
observado na espectrometria derivativa € baseado na observacdo de que a
amplitude da derivada n da absorvancia em relagdo ao comprimento de onda (D"=

d"A/dA) é inversamente proporcional a largura de banda do espectro ordinario (W):
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Dha 1/W" (equagéo 8)

Por esta razdo, a sensibilidade em métodos derivativos depende néo
somente dos parametros instrumentais e da forma de medida do sinal (método da
tangente, zero-crossing e peak-peak/zero-peak), como também das caracteristicas
do espectro de absorcéo ordinério. A ordem da derivada deve ser cuidadosamente
selecionada, visto que usualmente verifica-se um aumento do nivel de ruido com o
aumento da ordem de derivacdo (Rocha & Teixeira, 2004; Sanchez-Rojas et al.,
1988).

Desenvolvimento analitico

Durante o desenvolvimento analitico o diluente testado foi a agua, pois na
concentracao utilizada o fluconazol é facilmente solivel em agua e, também,
devido ao seu menor custo, menor impacto ambiental e risco ao analista.

Buscou-se, primeiramente uma concentracdo que apresentasse resposta
ao meio da faixa normalmente linear para espectrofotometria segundo a lei de
Beer, 0,2 a 0,8 de absorvancia. Assim a concentracao utilizada foi igual a 250
pHg/mL que apresenta resposta igual a 0,5 de absorvancia.

Foram preparadas em triplicata amostras da substancia quimica de
referéncia do fluconazol, do produto fluconazol capsulas e de seu placebo. O
espectro dessas amostras entre os comprimentos de onda de 200 e 400 nm e as
derivadas de primeira a quarta ordem foram calculadas pelo software do
espectrofotdbmetro utilizado.

As Figuras 3 a 6 apresentam o espectro e suas derivadas. O trago em preto
é referente ao placebo, o traco em azul se refere ao produto fluconazol capsulas e

o traco em vermelho se refere ao padréao de trabalho.
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Figura 3. Derivada de primeira ordem do espectro ultravioleta do fluconazol em

agua.
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Figura 4. Derivada de segunda ordem do espectro ultravioleta do fluconazol em

agua.
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Figura 5. Derivada de terceira ordem do espectro ultravioleta do fluconazol em

agua.
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Figura 6. Derivada de quarta ordem do espectro ultravioleta do fluconazol em

agua.

A interferéncia do placebo foi avaliada em todas as quatro ordens de
derivada, nos comprimentos de onda maximos e minimos de maior relevancia.

Como € possivel observar na Figura 3, a derivada de primeira ordem
apresenta um vale intenso e bem definido em 268 nm. A interferéncia média do
placebo neste comprimento de onda foi de 0,1%, valor de baixa significancia

analitica e absolutamente aceitavel. Assim a interferéncia do placebo que era de,
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aproximadamente 4%, como mostrado na Tabela 2, foi diminuida
consideravelmente utilizando a primeira derivada.

Quanto mais intenso o pico melhor a sensibilidade de resposta em seu
comprimento de onda e quanto menor a ordem de derivagdo melhor a relacdo
sinal-ruido. Desta forma, a derivada de primeira ordem foi escolhida com leitura

em 268 nm.

Validacéo prévia

Apb6s a escolha do método um teste preliminar de linearidade foi realizado.
Foi preparada uma solucdo mée do padrdo de trabalho na concentragdo 1250
pg/mL. Esta solugdo foi utilizada no preparo de seis solugdes filhas nas
concentracdes de 100 pg/mL, 200 pg/mL, 250 pg/mL, 300 pg/mL e 400 pg/mL,
atraves de diluicdes.

A Figura 7 mostra as curvas de derivada de primeira ordem dos espectros
obtidos para solu¢cdes em concentracbes crescentes avaliadas no teste de

linearidade.

d1(Abzarbance)
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Figura 7. Curvas de derivada de primeira ordem do espectro ultravioleta obtido
com solucdes de concentragbes crescentes de fluconazol durante o teste de

linearidade sobrepostas.
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O método apresentou excelente linearidade na faixa de concentracdo
testada, como mostram a Figura 8 e a Tabela 5. A equacgédo da reta é igual ay =
0,4883x + 0,0004 e o r* é igual a 0,999951.
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Tabela 5. Dados da andlise de variancia (ANOVA) do teste preliminar de

linearidade
ANOVA qf S0 L] F F de significacio
Fegressao 1 oom9101e 00119102 61058 34 1 4616E-07
Residuo 3 EBR19E-O7 1 951E-07
Total 4 001191076

Coeficientes  Erro padrdo Stat t valor-F
Intersecdo 000042055 000053183 07907642 0 486529
Wariavel X1 048829535 000197611 247 09986 1 AGE-07

Os dados mostram que ha regressao significativa, que a reta passa pela
origem e o desvio padrdo relativo da regressao € igual a 0,36, sendo que o
desejavel é que seja menor que 1.

O desvio padréao relativo da regresséao foi calculado dividindo o erro padréo

da regresséo pela somatoria das respostas (absorvancias) multiplicada por 100.

0,25 +

o
e = 9
= (63} N
I I I
T T T

Primeira derivada da
Absovancia
o
A

o

0,00 100,00 200,00 300,00 400,00 500,00

Concentracao (pg/mL)

Figura 8. Plotagem dos resultados do teste preliminar de linearidade,

concentracao de fluconazol em pg/mL x primeira derivada da absorvancia.
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Validacao

As medidas espectrofotométricas foram conduzidas utilizando 4gua como
diluente e branco. O espectrofotdémetro, UV/VIS HP® modelo 8453, foi programado
para gerar a derivada de primeira ordem do espectro obtido entre 200 e 400 nm. A
guantificacdo foi realizada através da medicdo da amplitude da derivada de

primeira ordem no comprimento de onda de 268 nm.

Preparo das solu¢cdes padrdo e amostra

Trés solucdes estoque foram preparadas na concentracdo de 1250 pg/mL
utilizando fluconazol padrao de trabalho. Para isso 125 mg de fluconazol padréo
de trabalho foram pesados e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL, em
triplicata. Os padrbes foram solubilizados com 5 mL de metanol e tiveram seus
volumes completados com agua. Cinco solu¢des de trabalho (150, 200, 250, 300 e
350 pg/mL) foram obtidas através de diluicdes de cada solugédo estoque usando
agua como diluente.

Estas solucdes finais foram utilizadas nos testes de linearidade e precisdo
de repetibilidade do método. Semelhantemente, trés outras curvas foram
preparadas nas mesmas concentracfes utilizando placebos enriquecidos. Estas
preparadas para avaliacdo da exatiddo do método. Para o teste de precisao
intermediaria trés curvas analiticas foram preparadas, por outro analista e com
dois dias de intervalo da primeira curva, utilizando fluconazol padréo secundario e
contemplando as concentra¢gdes baixa, média e alta.

Todas as solugbes foram sonicadas por 30 minutos, filtradas empregando
papel de filtro quantitativo e o diluente foi empregado como branco.

Para o ensaio de robustez solu¢cdes padrao e amostra foram preparadas a

100% da concentracdo (250 pg/mL) e foram sonicadas por 25 minutos.
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Especificidade: avaliada pela comparacdo dos espectros de absorvancia
contendo possiveis substancias interferentes (excipientes usados na producéo das
capsulas) e amostras contendo fluconazol.

Linearidade: determinada através dos calculos de regressao linear dos
valores de absorvancias em relacdo as concentragcfes das solu¢gbes padréao (150,
200, 250, 300, e 350 pug/mL) usando o método dos minimos quadrados.

Exatiddo: avaliada através dos calculos da porcentagem de recuperacéo da
concentracdo média de fluconazol em cinco diferentes concentra¢des (150, 200,
250, 300, e 350 pg/mL) e pela determinacdo do desvio padrao relativo (DPR).

Precisdo: avaliada em diferentes niveis: repetibilidade, avaliada através da
construcdo de trés curvas lineares com cinco diferentes concentracdes de
solugdes padrdo (150, 200, 250, 300, e 350 pg/mL) analisadas no mesmo dia;
intermediaria, avaliada através da andlise de trés diferentes concentracdes de
solugbes padrdo: alta, média e baixa, em diferentes dias e realizada por outro
analista. Entre os ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria foi dado o
intervalo de dois dias. A faixa de trabalho deriva dos testes de linearidade,
precisdo e exatiddo, sendo a faixa de concentracdo que atende aos requisitos
destes ensaios.

Limites de deteccdo e quantificacdo: foram obtidos através do desvio
padrédo do intercepto com o eixo do Y das 3 curvas analiticas construidas para o
ensaio de linearidade e a inclinacao da curva analitica.

Robustez: a interferéncia do tempo de sonficacdo sobre o doseamento foi
verificado. Solugbes padrdo e amostra de fluconazol foram preparadas na
concentracao central da curva analitica (100%, 250 pg/mL). Estas solugfes foram

sonicadas por 25 minutos.
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Resultados para validacéo
Linearidade

Como resultado da regressao linear foi obtida a equacéo y = 0,446X + 5,3 x
10, onde y é a amplitude do espectro da derivada de primeira ordem em 268 nm
e x a concentracdo em pg/mL. O coeficiente de determinacdo, r?, foi igual a
0,9997. A homogeneidade dos resultados é demonstrada pelo desvio padrao da
regressao, 0,59. O desvio padrdo do intercepto € igual a 0,00027. A Figura 9

apresenta a reta obtida através da andlise de regressao.

0,2

0,12 -

0,08 -

R? = 0,9997

Primeira derivada da
absorvancia

0 50 100 150 200 250 300 350 400

Concentracgéo (ug/mL)

Figura 9. Plotagem dos resultados do ensaio de linearidade. Concentracdo de

fluconazol em mg/mL x primeira derivada da absorvancia.

A validade da regressdo linear foi testada pela andlise de variancia (ANOVA).
Os resultados mostraram que a inclinacao da reta é estatisticamente significativa,
(p<0,05). Aléem disso, a reta passa pela origem, pois o intercepto ndo €
estatisticamente significativo, (p>0,05). A Tabela 6 mostra os resultados obtidos na

analise de variancia.
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Tabela 6. Dados da analise de variancia (ANOVA) para o ensaio de linearidade

g sQ MQ F rde

significacéo

Regressao 1 0,045129801 0,0451298 102441,9 2,97E-74

Residuo 43 1,89432E-05 4,405E-07

Total 44 0,045148744

Coeficientes Erro padréao Stat t valor-P 95% inferiores
Intersecgao -0,00052666 0,000363513 -1,4488072 0,154645  -0,00125975
Variavel X 1 -0,44613139 0,001393875 -320,06552 2,97E-74 -0,4489424

gl: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; MQ: quadrados médios.

Exatidao

Trés curvas foram preparadas utilizando cinco diferentes concentracdes de

placebo enriquecido (150, 200, 250, 300 e 350 pug/mL) em triplicata e analisadas

através do meétodo proposto. Os resultados analiticos foram interpretados

interpolando a equacao da reta obtida no ensaio de linearidade para chegar a

porcentagem de fluconazol recuperada para cada concentracdo. Os resultados

podem ser vistos na Tabela 7. As porcentagens de recuperacdo obtidas estdo

entre 98,94 e 101,49 e o DPR médio da recuperacao foi igual a 0,65%, o que

demonstra forte relacdo entre os valores obtidos experimentalmente e os valores

reais.
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Tabela 7. Resultados para o teste de exatiddo nos diferentes niveis de

concentracao de fluconazol em solucgdes de placebo enriquecido

Concentracao Recuperacéo DPR
(ng/mL) (%) (%)
150 99,51 0,39

200 99,89 0,43

250 100,42 0,68

300 100,79 0,57

350 100,51 0,17

DPR: desvio padrao relativo.

Precisao

As trés curvas analiticas preparadas utilizando fluconazol padrdao de
trabalho com cinco concentragdes diferentes (150, 200, 250, 300 e 350 pg/mL),
para o ensaio de repetibilidade, e a curva similarmente preparada contendo trés
concentracdes (150, 250 e 350 pug/mL), para o ensaio de precisdo intermediaria,
foram analisadas. Sobre os resultados obtidos foram calculados médias, desvios
padrdo e desvios padrao relativo para cada grupo de concentracdo
separadamente e para toda a curva. Os resultados podem ser vistos na Tabela 8.

O desvio padrao relativo obtido para a repetibilidade foi igual a 0,65% e
para a precisao intermediéaria foi de 0,75%. Esses resultados demonstram a boa

precisdo do método.

57



CAPITULO Ill - VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

Tabela 8. Resultados para o teste de precisdo nos diferentes niveis de

concentracao de fluconazol

Dia Concentracao DPR DPR DPR médio total
(ng/mL) (%) médio (%) (%)
Repetibilidade (n=45)
150 0,99
200 0,48
1 250 0,57 0,65
300 0,55
350 0,42 075
Intermediaria (n=9)
150 0,19
4 250 0,34 0,73
350 0,22

DPR: desvio padrao relativo.

Limites de detecc¢éo e quantificagédo

Os limites foram estimados através das equacdes 2 e 3 mostradas na
paginas 19 e 20, respectivamente. Os valores encontrados para LD e LQ foram

1,87 e 6,25 pg/mL, respectivamente.

Robustez

Um dos pontos criticos de um procedimento analitico € conseguir extrair
todo o farmaco que se encontra misturado aos excipientes de uma forma
farmacéutica. Para isso deve-se empregar o solvente adequado e em quantidade
adequada, bem como sistema de agitacdo ou sonificagdo em condi¢cdes e tempo
suficientes.

Para extracdo do fluconazol de sua forma farmacéutica (cdpsula) foi

empregado agua e sonificacdo por 30 minutos.
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A robustez do método foi avaliada em seu ponto critico que é a extracdo do
farmaco de sua formulacdo e sua completa solubilizacdo. Para isso foram
preparadas solugcOes padrao de trabalho e amostra, em duplicata, e estas foram
submetidas a um tempo inferior de sonificagdo (25 minutos). O teor das amostras
foi avaliado e o resultado foi comparado ao resultado obtido para o teor do produto
avaliado nas condicdes preconizadas através do teste t-Student. Os resultados
mostram que ndo h& diferenca estatisticamente significativa. Assim pode-se
considerar o0 método robusto.

Aplicacdo do método

O método espectrofotométrico validado foi aplicado a cinco diferentes
amostras de fluconazol em triplicata, sendo quatro amostras produtos magistrais
(A, B, C e D) de diferentes farmacias magistrais, e um produto industrializado,
genérico (E). Nessas amostras o teor de fluconazol foi avaliado. Os resultados
podem ser vistos na Tabela 9.

Tabela 9. Doseamento de fluconazol 150 mg capsulas manipulado em diferentes
farmacias magistrais (A a D) e fluconazol 150 mg capsulas industrializado, produto

geneérico (E)

Massa Teor DPR
Amostras o

(mQ) medio (%) (%)
A 144,64 96,42 0,65
B 148,07 98,71 0,70
C 140,91 93,94 1,48
D 142,97 95,31 0,84
E 147,71 98,47 1,28

DPR: desvio padréo relativo.
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3.2.2.4. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
Desenvolvimento analitico

CLAE é um método de separacdo amplamente empregado em estudos de
estabilidade, principalmente por possibilitar a separacdo entre o farmaco em
analise e seus produtos de degradacgéo, podendo assim servir como indicativo da
estabilidade do produto.

No desenvolvimento analitico buscou-se um método simples e otimizado.
Um método rapido, com curto tempo de corrida e baixo custo. Para isso alguns
parametros cromatograficos foram considerados como a assimetria do pico (que
pode ser descrita pelo fator de cauda (T), o nUmero de pratos teoricos (N) e o fator
de retencéo (k’), equacdes 9, 10 e 11. Partiu-se dos principios de ndo utilizagdo do
solvente acetonitrila, devido a forte oscilacdo de seu custo podendo se tornar
bastante elevado, e ndo utilizagdo de solu¢des tampao devido ao desgaste que
causam ao sistema cromatografico. Diferentes fases moveis foram testadas
empregando metanol (com ou sem a adi¢cdo de trietilamina 0,5% (v/v) ou acido
acético 0,1% (v/v)) e dgua em varias propor¢cdes que foram de 90:10 a 40:60 de
metanol:agua. Diferentes taxas de vazéo de 0,8 e 1,0 mL/min e os dois maximos
de absorcdo do fluconazol na regido UV, 210 e 261 nm foram avaliados. As
colunas cromatograficas empregadas foram Agilent® C18 (250 x 4,6 mm, 5um)

nao capeada e Waters® C18 (250 x 4,6 mm, 5um) capeada.

T = W o,05
2f

(equacéo 9)

em que, w € a largura na base a 5% de sua altura, em unidades de tempo e

f é a largura do pico de seu inicio ao meio (ponto de maior altura).

_16x(tR)’

N E

(equacéo 10)
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em que, tR é o tempo de retencado, w é a largura na base, em unidades de

tempo.

_tR-tM
tM

k' (equacéo 11)

em que, tRé o tempo de retencdo do farmaco e tM é o tempo morto.

Cauda e formacao irregular do pico do fluconazol foram observadas em
algumas condicdes, apresentando fator de cauda inadequado e variavel que
poderia comprometer a exatidao e precisdo do método. A adicdo de trietilamina ou
acido acético na fase movel ndo ajudou a melhorar o fator de cauda. Esses
eventos podem, provavelmente, ser explicados pelo estabelecimento de
interacbes entre os grupos amino do fluconazol e os grupos silandis da fase
estacionaria, que é comumente observado em moléculas contendo esses grupos
guimicos (Neves et al., 2010). Foram, entdo, utilizadas colunas capeadas
(Symmetry Waters, Milford, MA, USA, e Agilent, Santa Clara, USA) e os valores
observados para o fator de cauda na maior parte dos testes foram aceitaveis. O
uso de colunas capeadas para melhorar a simetria dos picos em analises de
diferentes farmacos que interagem com grupos silandis é vastamente empregado.

O fluconazol apresenta trés diferentes valores de pKa: 11,01 + 0,29; 2,94 +
0,10; 2,56 + 0,12 (ACD, 1994-2002) que correspondem ao grupamento alcool,
doador de préton, e aos nitrogénios 4 e 11, receptores de préton. Assim, a
solubilidade aquosa do fluconazol € maior em valores extremos de pH (acima de
11,01 e abaixo de 2,94), situacbes em que o farmaco estaria totalmente ionizado.
Em cromatografia liquida de fase reversa farmacos totalmente ionizados podem
ser combinados com pareadores i6nicos para um melhor desempenho analitico.
No entanto isso nédo foi possivel ao fluconazol, pois as colunas empregadas nao
resistiriam aos valores extremos de pH necessarios. Em pH intermediario, o
fluconazol estara parcialmente ionizado, isso pode favorecer as ligacdes aos

grupos silandis.
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Apesar das dificuldades com relacéo a ionizacao do fluconazol conseguiu-
se uma boa simetria do pico com valores de fator de cauda mantido estavel em
1,3 — 1,5, considerados aceitaveis. A boa simetria foi conseguida empregando
coluna capeada e a fase movel constituida por metanol e agua (60:40, v/v). Os
resultados para os parametros cromatograficos avaliados para o método

desenvolvido estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10. Parametros de desempenho do método cromatografico desenvolvido

para fluconazol

Parametros cromatograficos Resultados Critério de aceitacao
Tempo de retencao do fluconazol 37 ]

(min)

Tempo de retencdo do solvente (min) 1,2 -

Fator de retencéo, k’ 2,08 2<k <10
Fator de cauda 1,33 0,8-1,5
NuUmero de pratos tedricos, N 2196 N > 2000

Assim 0 método que apresentou os melhores resultados com relacdo aos
parametros cromatogréficos utiliza coluna de fase reversa, Cig (250 x 4,6 mm, 5
Mm) capeada, vazdo de 1,0 mL/min, de modo isocratico e com fase movel
composta por agua e metanol (60:40, v/v), injecado de 20 pL e efluente monitorado
a 261 nm. A concentragcdo de trabalho utilizada é 600 ug/mL, em agua purificada

como diluente.
Validacéao

A validacado analitica foi realizada para fluconazol capsulas e matéria-prima
e em laboratérios diferentes utilizando os cromatografos Varian® modelo LC 920,

e Waters® modelo 2695. Posteriormente, este método foi testado quanto a sua

reprodutibilidade, pois passou a ser aplicado em um terceiro laboratério utilizando
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o cromatodgrafo a liquido Waters® composto de bomba binaria Waters 1525, injetor
manual Rheodyne Breeze 7725i e detetor UV-Vis Waters 2487.

Preparo das solu¢bes padrédo e amostra

Trés solugdes estoque foram preparadas na concentragdo de 1250 pg/mL
utilizando fluconazol padrao de trabalho. Para isso 125 mg de fluconazol padréo
de trabalho foram pesados em triplicata e transferidos para baldo volumétrico de
100 mL. O padréo foi solubilizado com 5 mL de metanol e o volume completado
com agua. Seis solucdes de trabalho (240, 360, 480, 600, 900 e 1200 pg/mL)
foram obtidas através de diluicdes de cada solugdo estoque usando agua como
diluente. A faixa de variacdo foi testada entre 40-200% da concentracdo de 600
pg/mL. Semelhantemente, trés outras curvas foram preparadas nas mesmas
concentracdes utilizando placebos enriquecidos. Estas ultimas curvas foram
preparadas para avaliagdo da exatiddo do método. Todas as solugBes foram
agitadas por 30 minutos a 50 rpm e filtradas utilizando filtros de seringa de
celulose regenerada de porosidade igual a 0,45 um.

Para o ensaio de robustez solu¢cfes padrdo de trabalho e amostra foram
preparadas a 100% da concentracdo de analise (600 pug/mL) e foram agitadas por

25 minutos.
Resultados da validacéao
Especificidade
A especificidade do método foi avaliada pela comparacdo dos
cromatogramas do fluconazol SQR, padrédo de trabalho, do produto fluconazol

capsulas e seu placebo que poderiam ser potenciais interferentes (Figura 10).
Nenhum pico foi observado no tempo de retengéo do fluconazol.
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Figura 10. Sobreposicdo dos cromatogramas de fluconazol SQR (A), fluconazol
padrdo de trabalho (B), fluconazol cdpsulas (C) e seu placebo (D). Solucdes de
fluconazol a 100% da concentracdo (600 pg/mL) eluido a partir da coluna Waters®
C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), usando a fase movel metanol:agua (60:40), vazao de 1

mL/min e leitura a 261 nm.

Amostras de fluconazol padrdo de trabalho submetidas a diferentes
condicOes de estresse (temperatura, luz UVC, pH e oxidagcédo) foram avaliadas a
fim de detectar a ocorréncia de algum possivel produto de degradacdo que
interferisse no pico do fluconazol. Estas amostras foram avaliadas com detetores
UV simples e UV com DAD, do inglés Diode Arrange Detector, (detector de arranjo
de diodos). Os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 11 e nas Figuras
11 a 15. Nenhuma alteracéao foi detectada no tempo de retencdo do fluconazol,
além disso, a porcentagem de recuperacao do fluconazol nos ensaios de estresse
mostrou que o farmaco néo foi afetado, exceto quando exposto ao peroxido de

hidrogénio em alta temperatura (90 ) sob refluxo.
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Tabela 11. Teor de fluconazol das solugcdes padrao de trabalho (500 pg/mL)

submetidas a diferentes condi¢cdes de estresse e surgimento de novos picos

Novos picos TR® Recuperacao
Estresse Tratamento das amostras )
(tR) (min) (%)
) Nenhum (recentemente
Referéncia - 3,70 100,00
preparada)
agua apos 1 h, em agua nao 3,71 98,15
pH apos 1 h,em HCI 0,1 M nao 3,83 99,02
pH ap6s 1 h, em NaOH 0,1 M nao 3,62 100,00
o apos 1 h, em H,0;, 3% .
oxidacao nao 3,67 94,13
(VIV)
apos 1 h, sob luz UVC nao 3,69 100,00
luz UV )
apos 24 h, sob luz UVC nao 3,69 100,00
apos 6 h, sob refluxo, em
agua ) nao 3,71 100,00
aguaa90
pH + apos 6 h, sob refluxo, em
nao 3,86 100,00
temperatura HCI0,1Ma90 C
pH + apos 6 h, sob refluxo, em
nao 3,67 101,84
temperatura NaOH 0,1 Ma90 C
oxidacdo+  apds 6 h, sob refluxo, em )
sim (4,18) 3,65 90,12
temperatura H,0, 3% (V/V)a90 T

TR: tempo de retencédo; TR* Tempo de retencdo do fluconazol.

O pico de um possivel produto de degradacdo do fluconazol observado
apenas sob oxidacao foi totalmente resolvido do pico do fluconazol com resolucéo
igual a 1,58. Desta forma, todos os dados obtidos evidenciam que o método

desenvolvido é especifico e indicativo de estabilidade para o fluconazol.
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Figura 11. Cromatograma UV bidimensional do fluconazol padréo de trabalho
preparado em agua (500 pg/ mL), utilizando CLAE com detector de arranjos de
diodos, coluna capeada Waters® C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), usando a fase mével
metanol:dgua (60:40) e vazao de 1 mL/min. No eixo a esquerda esta a escala dos
comprimentos de onda (nm), no eixo a direita a coluna em cores indica a
intensidade do sinal (mMAU) de cada pico, e em baixo a escala do tempo em

minutos (min) indicando o tempo de corrida.

Figura 12. Cromatograma UV bidimensional do fluconazol padréo de trabalho
preparado H,O, 3% V/V (500 ug/ mL) apds 6 horas de aquecimento a 90 T sob
refluxo, utilizando CLAE com detetor de arranjos de diodos, coluna capeada
Waters® C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), usando a fase mével metanol:agua (60:40) e

vazao de 1 mL/min.
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Figura 13. Espectro de absorcdo do fluconazol padrdo de trabalho, indicando os

maximos e minimos comprimentos de absorvancia, referente ao isograma do

farmaco apresentado na Figura 22. Na lateral esquerda esta a escala da

intensidade do sinal (mAU) e em baixo a escala do comprimentos de onda (nm).
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Figura 14. Espectro de absorcdo do possivel produto de degradacdo do

fluconazol (PD) obtido apés estresse oxidativo, indicando os maximos e minimos

comprimentos de absorvancia, referente ao isograma do farmaco apresentado na

Figura 24. Na lateral esquerda esta a escala da intensidade do sinal (mAU) e em

baixo a escala do comprimentos de onda (nhm).
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O cromatograma UV bidimensional apresentado na Figura 12 apresenta o
pico do possivel produto de degradacgéo do fluconazol (PD) obtido apds o estresse
oxidativo que se apresenta separado do pico referente ao fluconazol e apresenta
espectro de absorcdo no UV ligeiramente diferente do farmaco. A diferenca
espectral também pode ser comprovada ao comparar as Figuras 13 e 14.

A sobreposicdo de cromatogramas apresentado na Figura 15 destaca as
diferencas de absortividade na regido do UV que o fluconazol e seu possivel

produto de degradag&o apresentam.

261 nrn 244 r1Ln
—— HzO — Hzo2
Hz03

B0
Fluconazol em 261 nm

Fluconazol em 244 nm

]

PO em 244 nm

1.5 o S 30 34 4.0 4.5

Figura 15. Sobreposicdo de cromatogramas obtido para o fluconazol padrédo de
trabalho preparado em H,0, 3% V/V (500 pug/mL) apds 6 horas de aquecimento a
90 T sob refluxo em 261 nm e 244 nm. Na lateral es querda estad a escala da
intensidade do sinal (MAU) e em baixo a escala do tempo em minutos (min)

indicando o tempo de corrida.
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Linearidade

A linearidade foi avaliada na faixa de concentracdo de 240 a 1200 pg/mL
através da inspecdo visual da curva analitica plotada (Figura 16) e pelos célculos
de regressdo e do coeficiente de determinacdo (r?) pelo método dos minimos
guadrados. A equacéo da reta obtida é: y = 2,0840x — 5,3336, onde y corresponde
a area do pico e x a concentracdo das solucdes em pg/mL, o r? foi igual a 0,9997,
gue indica a excelente linearidade do método na faixa avaliada e o DPR da
regressao menor que 0,01%.

A validade da regressao linear também foi acessada através do teste de
variancia (ANOVA). Os resultados (Tabela 12) mostram que a inclinagédo da reta é
estatisticamente significativa (p < 0,05) e que a curva passa pela origem, néo

sendo o intercepto estatisticamente significativo (p > 0,05).

3000

2500 +
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1500 -

Area

1000 -

500 -

0 T T T T T T
0 200 400 600 800 1000 1200

Concentracgéo (ug/mL)

Figura 16. Curva analitica de fluconazol obtida no estudo de linearidade por CLAE
(coluna capeada Waters® C18 (250 x 4,6 mm, 5 pm), usando a fase movel

metanol:dgua (60:40) e vazao de 1 mL/min) (n = 54).
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Tabela 12. Dados da analise de variancia (ANOVA) para o ensaio de linearidade

F de
gl SQ MQ F significagdo
Regressao 1 21271241,6 21271242 150602,8 4,01906E-87
Residuo 49 6920,79143 141,24064
Total 50 21278162,4
Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P 95% 95%

inferiores superiores

Intersecéo 5,3336041 3,63729867 1,4663641 0,148938 -1,97582107 12,6430293
Variavel X1 2,0840051 0,00537009 388,07582 4,02E-87 2,07321353 2,09479676

gl: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; MQ: quadrados médios.
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Precisao

A precisdo foi avaliada em trés niveis, repetibilidade, intermediaria e

reprodutibilidade. As seis concentracbes da faixa linear foram avaliadas em

triplicata, exceto para reprodutibilidade em que trés niveis de concetracdo foram

analisados. Os resultados sdo apresentados na Tabela 13 e mostram que o

método é bastante preciso.

Tabela 13. Resultados para o teste de precisdo para diferentes niveis de

concentracao de solucéo padréo de fluconazol, em diferentes dias

Concentracao Resposta média DPR DPR DPR médio
(ng/mL) (area = dp) (%) médio (%) total (%)
Repetibilidade (n=54)
240 509833 + 2345 0,46
360 758077 + 2047 0,27
480 1017977 + 3970 0,39 0.82
600 1278355 + 10354 0,81
900 1880044 + 9588 0,51 1,96
1200 2547616 + 3566 0,14
Intermediaria (n=27)
360 797794 + 2771 0,35
600 1323803 + 9729 0,73 0,61
900 1993784 + 12849 0,64
Reprodutibilidade (n=27)
360 860438 + 6050 2,54
600 1400507 + 13100 0,94 0,61 2,50
900 2083800 + 3948 0,19

dp: desvio padrdo; DPR:desvio padrao relativo.
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Exatidao

A exatidao foi avaliada através do célculo de porcentagem de recuperacao
de fluconazol. As seis concentracOes, preparadas em triplicata, avaliadas na
linearidade foram acessadas através placebos enriquecidos. A recuperacdo média
foi igual a 101,06 = 0,69%, que mostra o forte acordo entre os valores

experimentais e tedricos. Os resultados do ensaio sdo apresentados na Tabela 14.

Tabela 14. Resultados obtidos no ensaio de exatiddo para os niveis de

concentracao de fluconazol ensaiados

Concentracao Recuperacéo DPR
(ug/mL) média (%) (%)
240 100,97 0,52

360 100,24 0,43

480 101,47 0,26

600 101,69 0,34

900 100,86 0,66
1200 101,37 0,45

DPR: desvio padrao relativo.
Faixa de trabalho

A faixa de trabalho resulta dos ensaios de precisdo e exatiddo. Assim, a
faixa linear, precisa e exata que pode ser trabalhada neste método encontra-se
entre 240 e 1200 pg/mL.

Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

Ambos os limites foram estimados através de calculos baseados no ruido

da linha de base através das relacdes 3:1, para limite de deteccédo e 10:1, para
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limite de quantificacdo. Os resultados para LD e LQ s&o, respectivamente, 6,72 e
22,41 pg/mL.

Robustez

O teste de robustez foi executado com base no método de Youden &
Steiner (Youden & Steiner, 1975). A robustez do método foi avaliada através de
pequenas e deliberadas mudancas em sete parametros e oito corridas analiticas
empregando fluconazol padrdo secundario e fluconazol capsulas. A influéncia
dessas pequenas mudangas sobre o doseamento do produto foi analisada. As
Tabelas 15 e 16 mostram a combinacdo fatorial dos parametros analiticos

avaliados e os parametros com as variagOes feitas para o teste de robustez.

Tabela 15. Combinacdo fatorial dos parametros analiticos para avaliacdo da

robustez através do teste de Youden & Steiner

Variaveis Combinacéo fatorial

1 2 3 4 5 6 7 8

Aa A A A A a a a a
B.,b B B b b B B B b

C,.c C c C c C C C c
D,d D D d d D D D D

E.e E e E e E E E E

F.f F f f F F F F F

G,.g G g g G G G G g
Resultados S t u v X y w z

Para avaliar o efeito de cada parametro a média dos quatro valores de
resultados correspondentes a condi¢édo alterada (letras minusculas) foi substraido
da média dos quatro valores de resultados obtidos através da andlise nas
condicbes padréo (letras mailusculas) aplicando a equacgdo 12 para cada variavel

avaliada.
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_Xt+ty+tw+z s+t+u+tyv
4 4

A

(equacéo 12)

A maior variagdo no doseamento do fluconazol foi observada em relagéo ao
tempo de agitacdo e foi igual a 4,74 %. Assim, o tempo de agitacdo precisa ser
rigorosamente observado durante a rotina analitica. Os resultados referentes aos
outros parametros foram consideravelmente baixos e sem significancia, mostrando
gue pequenas mudancas nao implicam em grandes variagdes quando ocorrem de

forma nao intencional.

Tabela 16. Pardmetros analiticos e suas variagdes para avaliagdo da robustez do

método cromatografico para a quantificacdo do fluconazol

Variaveis Condicbes
, A: Waters?
A Coluna cromatogréfica )
a: Agilent®
] B: 261 nm
B Comprimento de onda
b: 266 nm
C: 1,0 mL/min
C Vazéo .
c: 0,8 mL/min
D: 60:40°
D Fase movel b
d: 57:43
o E: 20 pL
E Volume de injecéo
e: 15 puL
F:20C
F Temperatura do forno
f:25<C
) G: 30 min
G Tempo de agitacao )
g: 25 min

a: C18, 250 x 4,6mm, 5 um; b: metanol:agua.
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Padronizagdo da matéria-prima empregando CLAE

A matéria-prima fluconazol foi padronizada (padrdo de trabalho) frente ao
fluconazol SQR através do método analitico desenvolvido por CLAE. Somente
apos padronizacdo a matéria-prima foi utiizada como padrdo secundario nos
ensaios realizados.

Para a padronizacao trés solucdes foram preparadas utilizando fluconazol
matéria-prima e uma solucdo utilizando fluconazol SQR, com a mesma
concentracdo, 600 pg/mL. Esse procedimento foi realizado por dois analistas. O
teor das solu¢des de matéria-prima foi avaliado. Os resultados obtidos pelos dois
analistas foram estatisticamente avaliados através do teste t de Student. Como os
resultados para os dois analistas foram estatisticamente iguais (p< 0,05), a média
de todos os resultados foi considerada o teor da matéria-prima, 101,82%. Os

resultados podem ser vistos na Tabela 17.

Tabela 17. Resultados para os ensaios de padronizacdo da matéria-prima

fluconazol
Analista Amostra Concentracdo Area média Teor
(Hg/mL) (%)
padrédo 0,6104 1452312 100,00
1 m-p 0,6324 1541069 102,42
m-p 0,6564 1599210 102,40
m-p 0,6040 1474814 102,62
Teor (%) 102,48
DPR? (%) 0,12
Analista Amostra Co?ﬁg/nrgff ao Area média -E‘?/Sr
padrédo 0,5832 1407397 100
5 m-p 0,6188 1507959 100,98
m-p 0,6020 1472472,5 101,36
m-p 0,5780 1411152,5 101,17
Teor (%) 101,17
DPR (%) 0,19

DPR: desvio padrao relativo.
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Aplicagdo do método

O método cromatografico foi empregado na avaliacdo do teor de diferentes
produtos de fluconazol capsulas. Quatro amostras de diferentes farmacias
magistrais (A, B, C e D) e uma amostra industrializada (E) tiveram seus teores e
uniformidade de dose unitaria avaliados em triplicata.

A Farmacopeia Brasileira (F. Bras.IV ed., 2005 e V ed., 2010) recomenda
que o teor do fluconazol deva estar entre 90 e 110% do valor declarado e que
deve apresentar uniformidade de dose unitaria (F. Bras.IV ed., 1996 e V ed., 2010)
entre 85 e 115% do valor declarado e desvio padréo relativo igual ou menor que
6%.

Os resultados podem ser observados na Tabela 18. Todas as amostras
apresentam resultados de acordo com o preconizado na Farmacopeia Brasileira
(F. Bras. V ed., 2010). Nenhuma alteracdo ou pico ndo esperado foi observado

nos cromatogramas em todas as analises.

Tabela 18. Resultados para os testes de Doseamento e unifomidade de dose
unitaria para fluconazol 150 mg cépsulas manipulado em diferentes farmacias

magistrais (A a D) e fluconazol 150 mg cépsulas industrializado, produto genérico

(E)

Teor Uniformidade
Amostra _ DPR (%) ) DPR (%)
(média, %) (média, %)
A 97,35 1,98 95,50 2,73
B 95,56 1,56 99,39 5,00
C 94,27 1,40 94,73 2,32
D 91,92 0,98 92,36 2,29
E 97,49 1,65 97,27 1,93

DPR: desvio padrao relativo.
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3.2.2.5. Dissolugéo

Introducéo

A dissolucéo pode ser definida, num sentido restrito, como o0 processo pelo
qgual uma substancia sélida incorpora-se no solvente para formar uma solucdo. No
entanto, no sentido amplo da palavra, € mais do que a simples medida da taxa de
solubilidade, podendo ser mais corretamente descrita como um ensaio fisico para
prever a liberagdo do farmaco de uma forma farmacéutica para uma determinada
area, numa determinada quantidade e no tempo correto. Esta definicdo € mais
adequada com a aplicagdo dos ensaios de dissolugdo aos estudos
biofarmacéuticos e farmacocinéticos. Fundamentalmente, este processo é
controlado pela afinidade entre a substancia sdlida e o solvente e pelo modo como
o sistema farmacéutico a libera (Costa & Lobo, 1999 e 2001). No entanto, podem
ser incorporadas na formulagdo substancias que permitam a alteracdo da
solubilidade do farmaco no meio (Preechagoon et al., 2000).

O ensaio de dissolucdo € uma ferramenta importante no controle de
gualidade de medicamentos durante toda sua vida util, sendo que as
caracteristicas de dissolugcdo devem manter-se constantes durante todo o periodo
de validade. Este ensaio torna-se ainda mais importante para farmacos de
solubilidade aquosa baixa ou relativamente reduzida, como € o caso do fluconazol.

O método de dissolugéo deve ser discriminativo e deve possibilitar avaliar o
comportamento do produto ao ser produzido e possiveis modificacbes que seu
comportamento possa ter sofrido durante o estudo de estabilidade.

Segundo Marcolongo (Marcolongo, 2003), inUmeras variaveis podem
modificar os resultados de um ensaio de dissolucdo. Todas devem ser
consideradas e algumas monitoradas a fim de obter resultados confiaveis. Dentre
essas variaveis se encontram: a solubilidade, o tamanho de particula e a natureza
guimica do farmaco; a forma farmacéutica, os excipientes e a tecnologia de
fabricacdo empregada; o aparato utilizado, a vibragdo do sistema, a velocidade de

agitacdo, a posicdo e o método de amostragem, o emprego de dispositivos para
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formas farmacéuticas que flutuam; o volume de meio empregado, a presenca de
gases no meio, 0 pH, a evaporacao, a presenca de tensoativos, a temperatura e a
viscosidade do meio; o método de filtracdo e 0 método analitico; as condicdes de
estocagem do produto.

Ha um grande numero de aparatos de dissolucdo descritos na literatura.
Para formas farmacéuticas solidas, como capsulas e comprimidos 0s mais
utilizados séo os aparatos 1 (cesto) e 2 (pas) descritos na farmacopeia americana
(USP 32, 2009).

As farmacopeia brasileira (F. Bras. IV ed., 1988) e americana (USP 32,
2009) afirmam que as formas farmacéuticas ndo devem permanecer na superficie
do liquido na cuba de dissolucao durante o teste. Ao se utilizar o aparato 2 podem
ser utilizados os afundadores de capsulas, feitos de material inerte, com forma de
espiral e de tamanho compativel com a forma farmacéutica testada, conhecidos
como sinkers.

Para o desenvolvimento de um método analitico deve-se inicialmente
conhecer bem as caracteristicas do farmaco e seu comportamento nos meios que
serdo testados. Deve-se escolher um método analitico para a quantificacdo que
seja sensivel, seletivo, exato e preciso. O aparato a ser utilizado deve ser capaz
de manter as condicdes sink (concentracdo que equivalia até 10% da
concentracdo de saturagcédo). Deve-se ainda considerar as condi¢des fisiologicas
para que sSe possa empregar um meio que mimetize a dissolucdo in vivo
(Marcolongo, 2003).

A dissolucéo do fluconazol ndo era preconizada em nenhuma farmacopeia
até dezembro de 2010, quando o método sugerido na consulta publica 10/2009 da
ANVISA (Brasil, 2009) foi preconizado na monografia do fluconazol cdpsulas da
Farmacopeia Brasileira v edicdo (2010). Este método tem duracdo de 30 minutos,
utiliza 900 mL de HCI 0,1 M a 37 C, como meio de dissolucédo, aparato 1 (cesto),

rotacao de 100 rpm e quantificacdo por espectrofotometria a 261 nm.
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Desenvolvimento analitico — método para quantificacao

A seletividade do método preconizado pela Farmacopeia Brasileira foi
avaliada empregando o produto manipulado fluconazol capsulas, seu placebo e
capsulas vazias. Os calculos de interferéncia foram executados de acordo com o
recomendado pela USP 32 (USP 32, 2009) no capitulo The dissolution procedure:
development and validation (equacéo 4). Os resultados, que podem ser vistos na
Tabela 19, mostram a grande interferéncia causada tanto pela capsula quanto
pelo placebo no resultado analitico.

A interferéncia nao deve exceder a 2%.

Tabela 19. Resultados do teste de dissolu¢édo do produto fluconazol capsulas e os
valores de interferéncia do placebo e capsula ensaiados por UV (método

preconizado pela Farmacopeia Brasileira)

Interferéncia

Cubas Absorvancia  Dissolucéo (%) o
média (%)
Céapsula 1 0,38 116,17
Céapsula 2 0,38 115,38
Céapsula 3 0,37 113,26
Céapsula 4 0,39 119,61
Capsula b 0,37 112,06
Céapsula 6 0,38 114,77
Média 0,38 115,21
Placebo 1 0,02 5,26
3,94
Placebo 2 0,01 2,63
Cépsula vazia 1 0,05 13,16
. 10,70
Cépsula vazia 2 0,03 7,89
Interferéncia total 14,64
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Tendo em vista a grande interferéncia presente no método avaliado (Tabela 19),
as amostras de dissolucdo empregadas no teste de seletividade foram ainda
utilizadas empregadas para avaliar os métodos j4 desenvolvidos e validados
(CLAE e primeira derivada de espectrofotometria no UV). Os resultados mostram
gue ambos os métodos sdo seletivos também para o ensaio de dissolucédo e
podem ser empregados no teste. A Tabela 20 apresenta esses resultados e as
Figuras 17 e 18 mostram a sobreposicdo de cromatogramas e espectros UV
obtidos no teste de seletividade.

Tabela 20. Resultados do teste de dissolugdo do produto fluconazol capsulas e os
valores de interferéncia do placebo e capsula sobre os resultados ensaiados por

espectrofotometria derivada

Amostras ABS médio Interferéncia (%)
Fluconazol padréo

0,083657 -
de trabalho
Placebo 0,000083 0,1
Céapsula 0,0016606 1,98

0.020
0.0154

2 0.0104 — Fluconazol Cépsula

0.0054
Placeba

0.000

1.00 1.50 200 250 300 350 4.00 4.50 500 550 E.00
Minutes

Figura 17. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos para as amostras de
dissolucdo do produto fluconazol capsulas, seu placebo e capsula, através do
método por CLAE ja desenvolvido para o doseamento do produto.

Como pode ser observado na Figura 17 capsula e placebo apresentam

picos, ou seja, absorvem energia no comprimento de onda escolhido para andlise

80



CAPITULO Ill - VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

do fluconazol (261 nm), mas podem ser separados do farmaco através do método
desenvolvido por CLAE.
A Figura 18 mostra que o meio de diluicao e o placebo ndo apresentam

leitura consideravel em 268 nm onde o fluconazol apresenta a sua maior leitura.

Figura 18. Sobreposicdo dos espectros obtidos para as amostras de dissolucao
do padrao de trabalho de fluconazol, fluconazol capsulas, seu placebo e capsula

através da primeira ordem de espectrofotometria derivada a 268 nm.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 19 a taxa média de
dissolugdo do produto é de 115,21% e o total de interferentes 14,64 %. Ao se
descontar o valor médio de interferentes do valor médio de dissolucao obter-se-a
uma taxa de dissolu¢do igual a 100,57% que estd em acordo com os resultados
obtidos para o ensaio de dissolucéo do produto quando quantificado por CLAE e
espectrofotometria derivada (Tabelas 27 e 28).

Desenvolvimento analitico — método para performance

Os testes de dissolucéo foram realizados em equipamento HANSON — SR
8 Plus, contendo seis cubas de dissolucdo, de acordo com as normas
estabelecidas pela USP 32 (USP 32, 2009). A quantificagdo do fluconazol nas
amostras foi realizada utilizando os métodos anteriormente validados em CLAE e

espectrofotometria derivada na regido do UV.
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A dissolucdo do fluconazol capsulas foi avaliada em meio aquoso (agua
deionizada), como recomendado pelo FDA (FDA, 2010) e em meio &cido (HCI 0,1
M) que apresenta pH proximo ao gastrico e maior solubilidade do farmaco, ambos
a 37 C. Também foi avaliada a utilizacdo dos aparatos 1 (cesto) e 2 (pd), sendo a
pa com e sem o emprego de sinkers. Com a utilizacdo de 900 mL de meio a
concentracao de farmaco é proxima a 166 pg/mL, para capsulas contendo 150 mg
de fluconazol. Esta condicdo obedece a condicdo sink, desejavel para evitar a
saturacdo do meio, como acontece fisiologicamente.

Os meios de dissolugéo foram desaerados por sonificacdo e aquecidos a 37
C. As amostras foram retiradas manualmente apés 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 e 65
minutos foram filtradas em papel de filtro quantitativo e seguiu-se a leitura em
espectrofotdmetro. Reposicdo de meio foi realizada apos cada coleta utilizando
meio de dissolugdo a 37 €. Tanto a massa retirada em cada coleta quanto as
diluicdes feitas a cada reposicdo de meio foram levadas em consideracdo nos
calculos do perfil de dissolugéo.

Durante os 5 ultimos minutos de dissolucédo, a velocidade de rotacdo foi
alterada para 150 rpm em todos os ensaios. Esta alteracdo serviu para verificar se
todo o farmaco contido na capsula foi realmente liberado durante os 60 minutos de
ensaio na condicao escolhida.

Os meios de dissolugéo foram utilizados como branco.

Perfis de dissolu¢cdo empregando as diferentes condi¢des foram ensaiados
empregando duas cubas. As condicbes que compuseram meétodo mais
discriminativo foram escolhidas. Os resultados para cada ensaio podem ser vistos
nas Figuras 19 a 26. Durante o desenvolvimento analitico a quantificacdo foi
realizada através do método espectrofotométrico com derivada anteriormente

validado.
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Figura 19. Perfil de dissolucdo de capsulas de fluconazol utilizando pas a 75 rpm
por 60 min e a 150 rpm durante 5 min finais, e agua como meio de dissolucao,

analisados por espectrofotometria derivada.
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Figura 20. Perfil de dissolugdo de capsulas de fluconazol utilizando cesto a 100
rom e a 150 rpm durante 5 min finais, e agua como meio de dissolucao,

analisados por espectrofotometria derivada.

Pode-se observar através dos graficos de perfil de dissolu¢do apresentados
nas Figuras 19 e 20 que a agua ndo € um meio indicado para a dissolu¢do do

fluconazol. Foram utilizadas as velocidades mais altas recomendadas pela USP

83



CAPITULO Ill - VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

32 (USP 32, 2009) para cada aparato e, ainda, apdés 60 minutos de dissolucédo foi
empregado alta rotagdo (150 rpm) por 5 minutos, mesmo assim a porcentagem do

farmaco dissolvida ndo chegou a 60 % da dose contida na capsula.
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Figura 21. Perfil de dissolugcéo de capsulas de fluconazol utilizando p& a 50 rpm e
a 150 rpm durante 5 min finais, e HCI 0,1 M como meio de dissolucdo, analisados

por espectrofotometria derivada.
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Figura 22. Perfil de dissolugcéo de capsulas de fluconazol utilizando p4a a 75 rpm e
a 150 rpm durante 5 min finais, e HCI 0,1 M como meio de dissolucdo, analisados

por espectrofotometria derivada.
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Os gréaficos de perfil de dissolucdo apresentados nas Figuras 21 e 22
mostram que a utilizagdo do meio de dissolugdo HCI 0,1 M leva a dissolugédo do
fluconazol bem mais rapida se comparada com o0 meio agua anteriormente
empregado. No entanto, o emprego do aparato pa leva a dissolucao inicial muito
rapida independente da velocidade empregada. Isto ndo € desejavel a um método

de dissolucao discriminativo.

120 ¢
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Figura 23. Perfil de dissolugcéo de capsulas de fluconazol utilizando p& a 50 rpm e
a 150 rpm durante 5 min finais, empregando sinker e HCI 0,1 M como meio de

dissolucéo, analisados por espectrofotometria derivada.
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Figura 24. Perfil de dissolucao de cépsulas de fluconazol utilizando pa a 75 rpm e
a 150 rpm durante 5 min finais, empregando sinker e HCI 0,1 M como meio de

dissolucao, analisados por espectrofotometria derivada.

Os perfis de dissolugdo apresentados nas Figuras 23 e 24 mostram que a
utilizacdo do sinker com o aparato pa a 50 rpm e meio de dissolu¢do HCI 0,1 M
leva a dissolu¢édo do fluconazol bem mais lenta. No entanto o farmaco néo é
completamente liberado mesmo aos 60 minutos de teste. Pode-se observar que a
liberacdo total s6 ocorre apds os 5 minutos de alta rotagcdo (150 rpm). Ja o
emprego do sinker com o aparato pa a 75 rpm e meio de dissolu¢do HCI 0,1 M a
dissolucao do fluconazol permanece rapida também no inicio do ensaio e pouco

discriminativa.
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Figura 25. Perfil de dissolucdo de cépsulas de fluconazol utilizando cesto a 100
rpom e a 150 rpm durante 5 min finais, e HCI 0,1 M como meio de dissolucéo,

analisados por espectrofotometria derivada.
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Figuras 26. Perfil de dissolucdo de capsulas de fluconazol utilizando cesto a 75
rom e a 150 rpm durante 5 min finais, empregando HCI 0,1 M como meio de

dissolucéo, analisados por espectrofotometria derivada.

As Figuras 25 e 26 apresentam os graficos de perfil de dissolugéo utilizando
0 aparato cesto e meio de dissolu¢cdo HCI 0,1 M. Quando empregada a velocidade
de 100 rpm, a dissolugédo do farmaco se torna muito rapida e pouco discriminativa.

Ao utilizar velocidade de 75 rpm (Figura 26) foi obtido o perfil mais discriminativo,
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com dissolucédo inicial ligeiramente mais lenta e chegando a quase 100 % de
liberagdo do farmaco em 30 minutos de teste.

As condicdes, aparato cesto, 75 rpm de velocidade e HCI 0,1 M a 37 C
como meio de dissolucdo, foram escolhidas para a dissolugdo do fluconazol
capsulas com o tempo de dissolu¢cdo de 30 minutos. Este método foi validado por

espectrofotometria derivada e por CLAE.

Validacéo

Tanto a dissolucdo quanto os métodos de quantificacdo (CLAE e
espectrofotometria derivada) foram validados de acordo com os guias do ICH
(ICH, 2005) e da USP 32 (USP 32, 2009) para validacdo e dissolucdo. As
seguintes caracteristicas foram consideradas para a dissolugcdo: preciséo,
exatiddo e faixa de trabalho. Para a quantificacdo considerou-se: especificidade,

linearidade, faixa de trabalho, precisédo, exatidao e robustez.

Preparo das solugdes padréo e amostra

Para o método de quantificacéo

Uma solugdo estoque foi preparada na concentracdo de 500 pg/mL
utilizando fluconazol padréo de trabalho. Para isso 50 mg de fluconazol padréo de
trabalho foram pesados e transferidos para baldo volumétrico de 100 mL, em
triplicata, e diluido com meio de dissolucdo, HCI 0,1 M. Cinco solu¢des de trabalho
(135, 150, 165, 180 e 195 pg/mL) foram obtidas, em triplicata, através de diluicdes
de cada solucdo estoque usando HCI 0,1 M como diluente. Tais solu¢des foram
utilizadas nos ensaios de linearidade e repetibilidade. A faixa de variacdo foi
testada entre 80-120% da concentracdo de analise, que é, aproximadamente, a
concentracao obtida dentro da cuba com 900 mL de meio de dissolugcéo para o
produto fluconazol 150 mg.

Para a precisdo intermediaria nova solucdo estoque foi preparada na

mesma concentracdo e trés solugcdes de trabalho (135, 165 e 195 pg/mL) foram
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obtidas, em triplicata, através de diluicdo da solu¢cdo estoque empregando HCI 0,1
M como diluente. A precisao intermediéria foi avaliada por analista diferente e dois
dias apos ter sido avaliada a repetibilidade.

Semelhantemente, para avaliacdo da exatiddo dos métodos, outra curva
analitica foi preparada, em triplicata, contemplando o0s cinco niveis de
concentracdo. Foram utilizados placebos enriquecidos.

Todas as solucdes foram sonicadas por 30 minutos, filtradas em papel de
filtro quantitativo para leitura em espectrofotdmetro ou filtro de seringa de celulose
regenerada e porosidade igual a 0,45 um para analise por CLAE.

Para o ensaio de robustez solucdes padrao e amostra foram preparadas a

100% da concentracdo (165 pg/mL) e foram sonicadas por 25 minutos.

Para a dissolucéo

A precisdo de repetibilidade do método foi avaliada através da dissolucéo
do produto fluconazol 150 mg capsulas em duplicata usando 5 cubas. A precisao
intermediaria foi avaliada através de uma dissolucdo do produto, realizada por
outro analista com dois dias de intervalo ap0s a avaliacdo da repetibilidade e
empregando 5 cubas. As amostras foram retiradas manualmente apos 30 minutos
de teste e filtradas em papel de filtro quantitativo prosseguindo a leitura em
espectrofotdmetro e utilizando o meio de dissolucédo HCI 0,1 M como branco. Para
a andlise por CLAE as amostras foram mais uma vez filtradas utilizando filtros de
seringa de celulose regenerada, porosidade igual a 0,45 um.

A exatiddo do método foi avaliada através da dissolucdo de placebos
enriquecidos que foram adicionados as cubas, executou-se a dissolucdo de
acordo com o método desenvolvido e realizou-se coleta manual apés 30 minutos
de ensaio. As concentracfes utilizadas foram alta, média e baixa da faixa linear
(135, 165 e 195 pg/mL) dos métodos quantitativos. Como essas eram as
concentragcdes que deveriam ser obtidas nas cubas com 900 mL de meio, foi
calculado a partir delas o quantitativo de padrdo que deveria ser adicionado a
cada placebo para enriqguecé-los corretamente. Este ensaio foi realizado em

triplicata.
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Resultados para validacdo do método de quantificacdo

Especificidade

A especificidade dos métodos de quantificacdo foi avaliada pela
comparacdo dos cromatogramas das solugcées do produto fluconazol cépsulas,
amostra A, e seu placebo preparadas a 165 pg/mL diluidos no meio de dissolucéo,
HCI 0,1 M e através da comparacéo da derivada de primeira ordem dos espectros
UV para cada uma das solug¢des. Os resultados ja foram apresentados através
das Figuras 9 e 10 e da Tabela 6 que provam serem ambos os métodos

especificos e livres de interferentes.

Linearidade

A linearidade foi avaliada para os dois métodos de quantificacdo na faixa de
concentracdo de 135 a 195 pg/mL através da inspecao visual da curva analitica
plotada (Figuras 27 e 28) e pelos calculos de regressdo e do coeficiente de
determinacéo (r®) pelo método dos minimos quadrados para ambos os métodos
de quantificacéo. A equacéo da reta obtida para CLAE foi: y = 2,5 x 10° X — 1,1 x
10 e para espectrofotometria derivada foi igual a: y = -0,51439 x -0,00293, onde
y corresponde a area do pico e x & concentracéo das solucdes em pg/mL, e o r? foi
igual a 0,996 (CLAE) e 0,998 (espectrofotometria derivada). O desvio padrdo da
regressao foi igual a 0,62% para espectrofotometria derivada e igual a 0,83% para
CLAE.

A validade da regressao linear também foi acessada através do teste de
variancia (ANOVA). Os resultados (Tabelas 21 e 22) mostram que a inclinacdo da

reta é estatisticamente significativa (p < 0,05) para ambos os métodos.
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Figura 27. Curva analitica de fluconazol obtida no ensaio de linearidade para a
guantificacéo da dissolugéo por espectrofotometria derivada em primeira ordem (n
= 15).
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Figura 28. Curva analitica de fluconazol obtida no ensaio de linearidade para a

guantificagéo da dissolugéo por CLAE (n = 15).
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Tabela 21. Analise de variancia (ANOVA) para o ensaio de linearidade por

espectrofotometria derivada na determinacgéao de fluconazol

F de

gl SQ MQ F significacéo
Regresséo 1 0,00182843 0,001828 6825,02 4,4727E-19
Residuo 13 3,48271E-06  2,679E-07
Total 14 0,00183191

Coeficientes  Erro padréo Statt valor-P . 95% 95%
inferiores superiores

Intersecéo -0,00293367  0,00104804 -2,799185 0,01505 -0,0051978  -0,00067
Variavel X 1 0,5143902 0,00622645 82,61371 4,47E-19  0,5009387  0,527842

Tabela 22. Analise de variancia (ANOVA) para o ensaio de linearidade por CLAE

na determinacéo de fluconazol

F de

gl SQ MQ F significacéo
Regresséo 1 37762832751 3,7763E+10  3260,0806 5,4972E-16
Residuo 13 139000855,3 11583404,6
Total 14 37901833606

Coeficientes Erro padrédo Stat t valor-P . 95.% 95%
inferiores superiores

Intersecéo -11194,9 7533,835847 -1,4859496  0,1630853 -27609,718 5219,9181
Varidvel X1~ 2524986,82  44222,66862 57,097115 5,4972E-16 2428633,9 2621339,7
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Preciséao

A precisdo foi avaliada através da repetibilidade e precisdo intermediéaria.
As concentracdes da faixa linear foram empregadas. Os resultados s&o
apresentados nas Tabelas 23 e 24 e mostram que 0s métodos sao bastante

precisos.

Tabela 23. Resultados dos ensaios de precisdo para a quantificacdo da

dissolucédo do produto fluconazol 150 mg capsulas por espectrofotometria derivada

Concentracdo DPR DPR DPR médio total
(ug/mL) (%) médio (%) (%)

Repetibilidade (n = 15)

135 0,78

150 0,54

165 0,11 0,75

180 0,33

195 0,85 255
Intermediaria (n = 9)

135 0,20

165 1,78 1,35

195 2,10

DPR: desvio padréo relativo.
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Tabela 24. Resultados dos ensaios de precisdo para a quantificacdo da

dissolucao do produto fluconazol 150 mg capsulas por CLAE

Concentracao DPR DPR _
o DPR médio total (%)
(ng/mL) (%) meédio (%)
Repetibilidade (n = 15)
135 0,74
150 0,72
165 0,37 0,81
180 0,99
2,29
195 1,09
Intermediaria (n = 9)
135 0,71
165 1,02 1,05
195 1,40

DPR: desvio padréo relativo.

Exatidao

A exatidao foi avaliada através do célculo de porcentagem de recuperagéo
de fluconazol. As cinco concentragdes avaliadas na linearidade em tripllicata foram
acessadas através placebos enriquecidos. A recuperacdo media foi igual a 98,56 +
0,82%, para CLAE e 98,35 + 0,88% para espectrofotometria derivada, que mostra
a forte concordancia entre os valores experimentais e tedricos. Os resultados dos

ensaios sao apresentados nas Tabelas 25 e 26.
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Tabela 25. Resultados dos ensaios de exatiddo para a quantificacdo da

dissolucao do produto fluconazol 150 mg capsulas por espectrofotometria derivada

Concentracao Recuperacéo DPR
(ug/mL) (%) (%)
135 99,66 1,02

150 98,34 0,17

165 98,14 0,08

180 97,60 0,22

195 97,93 0,15

DPR: desvio padrao relativo.

Tabela 26. Resultados dos ensaios de exatiddo para a quantificacdo da

dissolucao do produto fluconazol 150 mg capsulas por CLAE

Concentracao Recuperacéo DPR
(ng/mL) (%) (%)
135 99,20 0,77

150 98,67 1,36

165 97,75 0,30

180 98,50 0,20

195 98,67 0,65

DPR: desvio padrao relativo.

Faixa de trabalho

A faixa de trabalho resulta dos ensaios de precisdo e exatiddo. Assim, a
faixa linear, precisa e exata que pode ser trabalhada em ambos os métodos
analiticos (CLAE e espectrofotometria derivada) para a dissolucdo do fluconazol
capsulas encontra-se entre 135 e 195 pug/mL.
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Resultados para validac&o da performance

A dissolucéo foi validada através dos dois métodos de quantificagdo CLAE
e espectrofotometria derivada na faixa linear ja estabelecida de 135 a 195 pg/mL,
sendo que a concentracao do produto fluconazol 150 mg, amostra A, na cuba de
dissolu¢do contendo 900 mL de meio equivale a concentragdo central ou 100%

analitico (165 pg/mL).

Preciséao

A precisdo foi avaliada através da repetibilidade e precisdo intermediaria.
Dissolu¢des do produto fluconazol 150 mg, em capsulas, amostra A, foram
realizadas em duplicata empregando cinco cubas. A precisdo intermediaria foi
avaliada por outro analista com dois dias de intervalo apdés os ensaios de
repetibilidade. No ensaio de repetibilidade a cedéncia média apdés 30 minutos de
dissolucdo para as 10 cubas utilizadas foi igual a 97,96% e DPR igual a 2,48%,
empregando espectrofotometria derivada; 97,10% e DPR igual a 2,80%,
empregando CLAE. Os resultados individuais sdo apresentados nas Tabelas 27 e

28 e mostram que o método tem boa precisao.

Tabela 27. Resultados dos ensaios de precisdo para a dissolucdo do produto

fluconazol 150 mg capsulas por espectrofotometria derivada

Cedéncia média DPR DPR médio
Cubas
(%) (%) (%)
Repetibilidade (n = 10)
cubal 100,84 0,43
cuba 2 95,51 2,57
cuba 3 97,84 1,96
2,48
cuba 4 96,14 1,05
cuba 5 99,49 1,57
Intermediaria (n = 5)
5 cubas 96,94 2,01

DPR: desvio padréo relativo.
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Tabela 28. Resultados dos ensaios de preciséo para a dissolu¢ao do produto

fluconazol 150 mg capsulas por CLAE

Cedéncia média DPR DPR médio
Cubas
(%) (%) (%)
Repetibilidade (n = 10)
cuba 1l 99,55 2,19
cuba 2 94,91 0,55
cuba 3 96,61 0,64
2,80
cuba 4 96,01 3,63
cuba 5 98,44 0,88
Intermediaria (n = 5)
5 cubas 95,02 2,44

DPR: desvio padréo relativo.

Exatidao

A exatidao foi avaliada através do célculo de porcentagem de recuperacéo

de fluconazol. Os trés niveis de concentracdo avaliados na linearidade foram

acessados atraves placebos enriquecidos que foram adicionados as cubas no

inicio do ensaio de dissolucéo. O teste foi realizado em triplicata. A recuperacao
meédia foi igual a 98,04% e 98,86%, o DPR médio igual a 0,89% e 1,20% para
CLAE e espectrofotometria derivada, respectivamente. Estes dados mostram o

forte acordo entre os valores experimentais e tedricos. Os resultados individuais

podem ser vistos nas Tabelas 29 e 30.

Tabela 29. Resultados dos ensaios de exatiddo para a dissolu¢cdo do produto

fluconazol 150 mg cépsulas por espectrofotometria derivada

Concentracéo Recuperacgéo DPR
(Mg/mL) (%) (%)
135 100,08 0,42

165 99,03 0,32

195 97,46 0,34

DPR: desvio padrao relativo.
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Tabela 30. Resultados dos ensaios de exatiddo para a dissolu¢cdo do produto

fluconazol 150 mg capsulas por CLAE

Concentracao Recuperagéo DPR
(ng/mL) (%) (%)
135 98,93 0,23

165 97,17 0,55

195 98,02 0,63

DPR: desvio padrao relativo.

Faixa de trabalho

A faixa de trabalho resulta dos ensaios de precisdo e exatiddo. Assim, a
faixa linear, precisa e exata que pode ser trabalhada em ambos os métodos
analiticos (CLAE e espectrofotometria derivada) para a dissolugdo do fluconazol

capsulas encontra-se entre 135 e 195 pg/mL.

Uniformidade de doses unitarias

Um dos fatores que pode muito interferir nos resultados da dissolucéo é a
uniformidade de doses unitarias. Caso o produto ndo apresente uniformidade
certamente apresentard resultados de dissolucdo imprecisos. Assim, a
uniformidade do lote que passara pelo ensaio de dissolu¢do deve ser conhecida.

O teste de uniformidade de doses unitérias foi realizado para o produto
fluconazol capsulas (amostra A) de acordo com a Farmacopeia Brasileira (F. Bras.
V ed., 2010), pelo ensaio de uniformidade de conteudo. Assim, dez cépsulas
foram analisadas, transferindo o conteddo de cada uma para dez baldes
volumétricos. O solvente metanol foi utilizado para auxiliar a dissolucdo do
principio ativo, sendo que este correspondeu a 4% da solucéo total hidroalcolica.
As solugbes foram diluidas até concentracdo igual a 600 pg/mL, utilizando agua
como diluente. As amostras foram analisadas por CLAE. Os resultados
encontrados para o ensaio de uniformidade de conteudo é apresentado na Tabela
31.
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Tabela 31. Resultados do teste de uniformidade de doses unitarias de capsulas de

fluconazol. Valor unitario de cada capsula em mg/unidade e porcentagem, média e

desvio padrao relativo (DPR)

Céapsulas mg/unidade  UC (%)
1 143,79 95,86
2 137,13 91,42
3 141,89 94,59
4 141,83 94,55
5 150,31 100,20
6 142,27 94,85
7 140,18 93,45
8 147,07 98,04
9 144,83 96,55
10 143,18 95,46
meédia 143,25 95,50
DPR (%) 2,54 2,54

UC: Uniformidade de contetdo; DPR: Desvio padrao relativo

O teste apresentou resultados dentro dos limites especificados pela

farmacopéia brasileira (F. Bras. V ed., 2010), todas as unidades apresentaram

valor unitario entre 85 e 115 % do valor.
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3.2.2.6. Doseamento Microbioldgico

Desenvolvimento analitico

Por ser o fluconazol um antifingico a avaliagdo de sua atividade € tdo ou
mais importante quanto seu doseamento fisico-quimico. Assim, tanto o produto
fluconazol capsulas quanto as amostras apés estudos de estabilidade preliminar
foram avaliadas quanto sua atividade pelo método de difusdo em &agar
desenvolvido e validado em nosso laboratério. As condicbes empregadas no

ensaio encontram-se descritas na Tabela 32.

Tabela 32. Parametros usados no desenvolvimento e validacdo do ensaio

microbiologico por difusdo em agar para o fluconazol capsulas

Parametros Descricéo

Micro-organismo Candida albicans ATCC 90028

Meio de cultura agar Sabouraud

Solucao diluente salina

Concentracéo do inéculo 2% (25% de transmitancia em
580 nm)

Concentragcbes das solugbes padréao e 25,0;50,0; 100,0
amostra preparadas em agua (ug/mL)
Temperatura de incubacéo (°C) 25

Tempo de incubacao (horas) 24

Foram utilizadas 21 placas de Petri para o doseamento do fluconazol em
capsulas. Em cada ensaio foram utilizadas 7 placas de Petri, e 0s resultados
foram analisados estatisticamente. Em capela de fluxo laminar, foram transferidos
para cada placa, com auxilio de pipetador automatico, 20,0 mL de agar sabouraud
para a camada base. Apos a solidificagdo desta camada, foram adicionados por

meio de pipetador automatico, 5,0 mL de agar sabouraud contendo o inéculo.
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Apos a solidificacdo da camada semeada, foram distribuidos, equidistantemente, 6
cilindros de aco inoxidavel por placa. Cada cilindro recebeu 100,0 pyL das solu¢des
do padrao de trabalho (P) ou da amostra (A), em razédo de concentracdes igual a 2

e em delineamento 3 x 3, como mostra a Figura 29.

Figura 29. Delineamento utilizado para aplicagdo das amostras.
P1=25 pg/mL, P2 = 50 pg/mL, P3 = 100 pg/mL; A1 = 25 ug/mL, A2 = 50 pg/mL, A3
=100 pg/mL.

As placas foram colocadas em estufa incubadora a 25 . ApGs 24 horas,
foram realizadas as medidas dos diametros dos halos de inibicdo ao centésimo de
milimetro, com auxilio de paquimetro. Em cada ensaio os resultados foram
analisados estatisticamente e a poténcia de cada doseamento calculada.

A poténcia do farmaco foi determinada pela equacao 13 de Hewitt (Hewitt,
1977). Os ensaios foram realizados em dias diferentes, e cada amostra
corresponde a média de seis determinacgdes.

Poténcia (%) = Antilog M x 100 (equagéo 13)
na qual:
M=F/b
b=EIl

£ = ¥ x|[Aa+P3)- (P
F= %x[(ﬂ+E+A_3)—(51+E+P_3)]

| = logaritmo da razdo das doses
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As siglas A3, A2 e Al se referem aos valores médios dos halos de inibicao
formados pelas solugcdes da amostra de alta, média e baixa concentracdo,
respectivamente.

As siglas P3, P2 e P1 se referem aos valores médios dos halos de inibicao
formados pelas solugcbes do padrdo de trabalho de alta, média e baixa

concentracao, respectivamente.

Validacéo

O método foi validado conforme requisitos preconizados pela Farmacopeia
Brasileira (F. Bras. V ed., 2010) empregando solu¢cbes de padrdo de trabalho,
amostras e placebos fortificados, nas trés diferentes concentragdes.

O ensaio foi validado, através de andlise estatistica, utilizando analise de

variancia, descrita na Farmacopeia Brasileira (F. Bras. V ed., 2010).
Resultados da validacéo

O ensaio foi validado, através de andlise estatistica, utilizando analise de
variancia, descrita na Farmacopeia Brasileira (F. Bras. V ed., 2010).

A validacdo do método microbiolégico cumpriu plenamente os parametros
requeridos como mostram as Tabelas 33 a 35 e a Figura 30.
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Tabela 33. Valores médios obtidos para o doseamento microbiologico por difuséo
em agar cilindros em placa de fluconazol padrdo de trabalho, para obtencédo da

curva analitica

_ Diametro _
Diametro dos o Desvio DPR
Concentracao (pg/mL) meédio .
halos (mm) padrao (%)
(mm)
15,62
P1 25,0 14,25 15,00 0,73 4,86
15,13
19,20
P2 50,0 17,87 18,79 0,89 4,73
19,29
21,93
P3 100,0 21,45 22,08 0,76 3,43
22,86

Cada valor de diametro corresponde a média de 7 halos de inibicdo; DPR: desvio
padréao relativo.

= = NN N
(2} (o] o N N
T T T T 1

Diametro do halo de inibicdo
(mm)

14 + y=11,76x-1,3576
1| R? = 0,9984
10

1 1,2 1,4 1,6 1,8 2 2,2

Log da concentrac¢do (pg/mL)

Figura 30. Curva analitica de fluconazol padrao de trabalho obtida no doseamento

microbioldgico em difusdo em agar, cilindros em placa.
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Tabela 34. Analise de variancia dos dados obtidos no doseamento de fluconazol

pelo ensaio microbiolégico difusdo em &gar, cilindros em placa

Fontes de variacao gL SQ QM Fcal Ftab

3,657017 3,657017 1,968561 4,17
342,0906 342,0906 184,1463* 7,56
Desvio de paralelismo 0,0564 0,0564 0,03036 4,17

Preparacgéo 1
1
1
Quadratico 1 0,142245 0,142245 0,07657 4,17
1
5
6

Regressao

0,138972 0,138972 0,074808 4,17
346,0852 69,21705
Entre placas 0,59845 0,099742
Dentro (erro) 30 1,85771 0,061924
Total 42 348,5414

Diferenga de quadratico

Entre doses

gL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; QM: variancia

Tabela 35. Valores experimentais obtidos no doseamento microbiolégico de

fluconazol no teste de recuperacéo

Concentracao de fluconazol

- Recuperacao Recuperacao DPR
nos placebos fortificados %) média (%) (%)
(Hg/mL)

102,36

25,0 88,58 96,95 6,66
99,91
99,03

50,0 89,63 96,96 6,13
102,23
101,17

100,0 91,56 97,98 5,15
101,19

Cada valor de recuperacao corresponde a média de 3 halos de inibicdo; DPR:

desvio padrao relativo.
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Os resultados obtidos na determinacdo de fluconazol capsulas e das
amostras submetidas a estudo de estabilidade preliminar no ensaio
microbioldgico, calculados pela férmula de Hewitt (Hewitt, 1977), estdo

demonstrados nas Tabelas 36 e 37.

Tabela 36. Valores experimentais obtidos para o doseamento microbiologico de

fluconazol pelo ensaio microbiolégico por difusdo em agar cilindros em placa

Valor rotulado Valor encontrado Poténcia DPR (%) DPR (%)

(mg/capsula) (mg/capsula) (%) Intra-dias Inter-dias
131,05 87,16 7,65
150 129,45 86,13 4,28 6,15
139,63 93,09 3,45

Cada valor encontrado corresponde a média de 7 halos de inibicdo; DPR: desvio

padrao relativo

Tabela 37. Valores experimentais obtidos para o doseamento das amostras
submetidas a estudo de estabilidade preliminar pelo ensaio microbiolégico por

difusdo em agar

Condicéo de estresse Teor médio DPR

(%) (%)

90 dias sob 40 T e 75% de UR 30,27 1,32
60 dias sob 60 T 27,72 6,62

66 dias sob luz UVC 33,39 3,91

180 dias sob luz UVC 25,00 5,84

DPR: desvio padréo relativo; UR: umidade relativa.

O doseamento microbiolégico por difusdo em agar € um método especifico
para antibidticos, antibacterianos e antifingicos. O ensaio microbiolégico vem
sendo utilizado em laboratérios clinicos desde a introducao de antibioticos e outros
agentes antimicrobianos (Andrews, 1999).
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O doseamento microbiolégico por difusdo em &gar, cilindros em placa,
desenvolvido e validado para o fluconazol em capsulas demonstrou ser um
meétodo preciso, exato, linear e sensivel. Para assegurar a validade do ensaio
microbiolégico na determinagcdo da poténcia do fluconazol, foram utilizadas trés
concentracoes diferentes para amostra, idénticas as da substancia de referéncia,
em delineamento 3 x 3. Estas doses estdo em progressao geométrica (razao 2,0),
ja que o sistema utilizado possui relacao linear entre o logaritmo da concentracao
da substancia analisada e o diametro dos halos de inibicdo. Em cada ensaio foram
utilizadas sete placas, efetuando-se a leitura dos halos de inibicdo. Com os
resultados obtidos foi construida a curva analitica para fluconazol padrdao de
trabalho, obtendo-se um coeficiente de determinacao de r* = 0,9984.

A poténcia das capsulas foi calculada pela equacdo de Hewitt (Hewitt,
1977), obtendo-se teor médio de 88,96 %, com desvio padrao relativo de 6,15 %.
Diferentemente do esperado o resultado encontrado para a poténcia do fluconazol
é diferente dos resultados encontrados obtidos através dos métodos fisico-
guimicos para 0 seu teor, como ser visto nas Tabelas 13 e 21 (amostra A).
Esperdvamos forte correlacdo entre o teor encontrado de fluconazol e sua
atividade. Como nédo foi possivel observar essa correlacdo possivelmente a
atividade do farmaco, possivelmente, esta ligada a sitios moleculares diferentes
dos envolvidos na absorcdo de radiacdo UV. O que demonstra a necessidade de
determinacgdo de poténcia para os agentes antimicrobianos.

Por este método também tiveram sua atividade avaliada as amostras
submetidas a estudo de estabilidade preliminar. As condigbes a que foram
submetidas foram: estufa (60 C, 60 dias), camara c limatica (40 C 75% RH, 90
dias) e UVC radiacdo (254 nm, 66 e 180 dias). Os resultados mostraram que a
atividade dessas amostras foi reduzida em mais de 50% em relacdo a atividade
inicial do produto.

Ao comparar os resultados obtidos para a atividade (ensaio microbioldgico,
Tabela 36) e para o doseamento (ensaios fisico-quimicos, Tabelas 9 e 18,
amostra A) das amostras submetidas ao estudo de estabilidade preliminar

observa-se que ha substancial diferenca entre os resultados. Tendo em mente
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este fato, sugere-se que a analise microbiologica do fluconazol seja recomendada
como técnica de rotina em seu controle de qualidade, uma vez que avalia a
poténcia do farmaco e consequentemente sua qualidade terapéutica.
Possivelmente essa recomendacdo pode se estender a maior parte, se ndo
todos, dos farmacos que apresentam atividade antimicrobiana, considerando que
nem sempre o sitio ativo do farmaco corresponde aquele que responde ou reage

durante o ensaio fisico-quimico.
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4.1 Introducéo

A estabilidade é definida como o tempo (em dias, meses, anos) durante o
qual a especialidade farmacéutica ou mesmo a matéria-prima considerada
isoladamente, mantém, dentro dos limites especificados e durante todo o periodo
de armazenamento e uso, as mesmas condi¢cbes caracteristicas que possuia
guando da época de sua fabricacao (Vadas, 2000; Ansel et al., 2000).

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

Muitos fatores afetam a estabilidade de um produto farmacéutico, entre
eles, a estabilidade das substancias ativas, a interacdo excipiente-farmaco, os
processos de producao, a forma farmacéutica, a embalagem e o sistema de lacre,
as condi¢des durante o transporte, armazenamento e o periodo entre a fabricacéo
e a utilizacdo do produto. Fatores ambientais que podem alterar um produto com o
tempo incluem temperatura, radiacbes, umidade, oxigénio e outros gases
atmosféricos, presséao, solventes, pH, intera¢des, contaminacdo microbiana, entre
outros (Kommanaboyina & Rhodes, 1999).

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

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

As reacdes de degradacdo nos medicamentos ocorrem a velocidades
definidas e s@o de natureza quimica. Dependem de varias condi¢fes, tais como,
concentracdo dos reagentes, temperatura, pH, solvente utilizado, presenca de
tensoativos na formulacdo, umidade, excipientes, luz e oxigénio (Lachman et al.,
2001; Florence & Attwood, 2003). Consequentemente, para que o estudo seja
efetivo devem-se aplicar principios de cinética quimica. O estudo da cinética de
degradacdo € fundamental para o estudo de estabilidade de preparacdes
farmacéuticas. Apresenta como objetivos obter, experimentalmente, os dados
cinéticos e correlaciona-los, por equacdes matematicas, além de propor
mecanismos para as reacdes de degradacdo e estabelecer condi¢cdes para
acelerar ou diminuir a velocidade das reacfes (Nudelman, 1975). A cinética
guimica classifica as reacdes em ordem de rea¢les, que sdo designadas de:
ordem zero, primeira ordem, segunda ordem, terceira ordem ou mesmo ordens
cinéticas mais complexas (Netz & Ortega, 2002). Nas reacdes de ordem zero, a
decomposicdo procede a uma velocidade constante, sendo independente da
concentracao de quaisquer reagentes. Nesse caso, um grafico de concentracdo
(c) em funcdo do tempo (t) da origem a uma reta, cuja inclinacdo corresponde a
constante de velocidade da reacdo (k) de degradacdo do farmaco (Florence &
Attwood, 2003).

As reacOes de primeira ordem indicam que as velocidades de reacgéo
dependem da concentracdo do reagente, obtendo-se uma reta, com a
representacdo do logaritmo da concentracdo (log C) em fungdo do tempo (t).

Neste tipo de reagdo, uma substancia decompde-se em um ou mais produtos. A
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cinética de segunda ordem ocorre quando a velocidade de reacdo depende da
concentracdo de dois reagentes, ou a segunda poténcia da concentragcdo de um
deles. Para esse tipo de reacdo, a representacdo do inverso da concentracao
(2/C) em funcéo do tempo (t) fornece uma reta (Florence & Attwood, 2003). O

modelo cinético pode ser representado pelas equacgdes 8 a 13:

t90% = (0,1 x Co)/k (reacédo de ordem zero) (equacéao 14)
C= Co — kt (reacao de ordem zero) (equagéao 15)
t90% = 0,106/k (reacdo de primeira ordem) (equacéao 16)
In C =In Co — kt (reagéo de primeira ordem) (equagéao 17)

t90% = 1/(9k x Co) (reagéo de segunda ordem) (equagéo 18)
1/C = 1/Co + kt (reacdo de segunda ordem) (equacéo 19)

nas quais t equivale ao tempo; t90% equivale ao tempo necessario para
gue a concentracao seja reduzida em 90%; Co equivale a concentragdo inicial e k
corresponde a constante de velocidade da reacéo.

Quando a ordem de reacdo é desconhecida, é possivel deduzi-la pela
analise dos gréaficos plotados para cada ordem. A representacdo grafica que
resultar em uma linha reta indica qual a ordem de reagcédo. Este método possui
algumas limitagdes, principalmente em relagcédo ao tempo de exposi¢cao da amostra
ao fator de degradacao (Netz & Ortega, 2002).

Quando os graus de decomposi¢cdo sdo muitos baixos, é dificil diferenciar
as ordens de reacdo, uma vez que todas parecem ser lineares (Netz & Ortega,
2002). Na reacao de ordem zero, o fator limitante € outro, que ndo a concentracgéo,
por exemplo, a solubilidade ou a absorcdo da luz em certas moléculas
fotossensiveis. Em formas farmacéuticas sélidas, que sédo expostas a degradacéo
pela agua (umidade), os farmacos decompdem-se de acordo com velocidades de

pseudo-primeira ordem, a medida que as reagfes ocorrem entre o farmaco e a
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agua. O sistema comporta-se como uma suspensao, € como existe um excesso
de farmaco no estado solido, a velocidade de reacdo de primeira ordem torna-se,
na realidade, uma velocidade de pseudo ordem zero e a velocidade de diminuicéo
da quantidade de farmaco ao longo do tempo é linear (Lachman et al., 2001).

Velocidades de reacéo de pseudo ordem zero ocorrem frequentemente com
farmacos formulados na forma de suspensdo (Lachman et al., 2001). Muitas
decomposi¢cdes de formas farmacéuticas sélidas ou em suspensao seguem
cinética de ordem zero. O &cido ascoérbico, por exemplo, degrada-se a uma
mesma velocidade em condi¢cdes anaerdbicas, independente da concentracdo ser
1,3 0u 5 M (Netz & Ortega, 2002).

Apesar da importancia das formulac¢des sélidas, tém existido, relativamente,
poucas tentativas para avaliar detalhadamente a cinética de decomposi¢cao deste
tipo de formulagdo. Muitos dos trabalhos iniciais foram desenvolvidos com o Unico
objetivo de prever a estabilidade, mas os dados foram tratados utilizando-se
equacOes de velocidade derivadas de reacdes em solucéo (Florence & Attwood,
2003).

O estudo das formas farmacéuticas solidas € um dos grandes problemas
das ciéncias farmacéuticas, principalmente quando se tem farmacos sensiveis a
umidade, e ndo ha a possibilidade de prever as mudancas rapidas da mesma no
ambiente. Uma vez que a estabilidade em relagdo a umidade depende da
sensibilidade dos farmacos direta e indiretamente ao seu teor no ambiente, as
reagBes hidroliticas podem envolver uma combinagdo de eventos complexos
(Waterman, 2005).

Grande parte dos farmacos apresenta em sua estrutura molecular grupos
funcionais que sédo facilmente atacados pela agua, hidrolisando-se e formando
novas moléculas (Ev, 2003).

A oxidacdo, na maioria das vezes, ocorre por meio de radicais livres. A
maioria dos farmacos se apresenta na forma reduzida e a presenca de 20% de

oxigénio livre na atmosfera pode acarretar problemas de estabilidade (Ev, 2003).
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No estado sélido, os processos fotoquimicos ocorrem na superficie do
produto. Na maioria dos casos, o interior do produto soélido sera inalterado,
independente do tempo e exposicdo. As reacdes fotoquimicas sdo processos
complexos, que usualmente ocorrem em duas etapas. A primeira etapa envolve
uma reacdo primaria, que corresponde, diretamente, a absorcdo de um féton,
fazendo com que o estado da molécula fique excitado. Esta reacdo ndo depende
da temperatura para a reac¢édo das moléculas (Tonnesen, 2001).

A reacao fotoquimica priméria, frequentemente, € seguida de reacdes
secundarias (térmicas), devido a presenca de produtos intermediarios originados
dos processos fotoquimicos iniciais. Diferentes tipos de reacBes podem ser
iniciados fotoquimicamente, por exemplo, reducdo, desalquilagdo, hidrolise,
oxidacéo, isomerizacao, rearranjo de anéis, polimerizacdo ou remocéao de diversos
substituintes como halogenados ou grupos carboxilicos (Tonnesen, 2001).

Os protocolos basicos para novos farmacos e respectivos produtos sdo
descritos nas diretrizes do ICH para testes de fotoestabilidade, divulgados desde
janeiro de 1998 (ICH, 1997). Estas diretrizes determinam que os testes de
fotoestabilidade, sejam parte integral dos testes de estresse, 0s quais s&o
subdivididos em duas etapas: testes de degradacdo forcada e testes
confirmatdrios.

Dentro de uma formulacdo muitos fatores sdo capazes de acelerar ou
diminuir a velocidade das reacdes. O pH esta entre esses fatores, ja que as
reacdes podem ser catalisadas por acidos e/ou bases (Ev, 2003).

Os testes de degradacao forcada, ou teste de estresse, sao definidos como
os testes de estabilidade da substancia de referéncia e de medicamentos que
excedem as condic¢des utilizadas para os testes acelerados. Os testes de estresse
sdo de extrema importancia para a industria farmacéutica e também para
pesquisa. Estes testes sdo aplicados aos estudos de pré-formulacdo, no
desenvolvimento de métodos analiticos indicativos de estabilidade e também para

selecionar a melhor formulacéo (Klick et al., 2005).
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De acordo com vérios documentos regulatérios, toda vez que a empresa for
registrar um novo produto, é obrigatorio realizar os testes de estresse, que devem
ser incluidos na documentacao (FDA, 2004, Brasil, 2005). O teste de estresse é a
principal ferramenta utilizada para predizer problemas relacionados a estabilidade,
desenvolvimento de métodos analiticos e identificacdo de produtos e

comportamentos de degradagéo.

4.2. Estudo sob condi¢cdes de estresse

Estudo de estresse foi realizado com o intuito de verificar a estabilidade
intrinseca do fluconazol e contribuir para o desenvolvimento de métodos
indicativos de estabilidade, utilizando fluconazol padrdo de trabalho. Durante o
estudo de estresse pode-se observar que o fluconazol é bastante estavel e s6
apresenta produtos de degradacdo em condi¢cdes muito extremas.

Foram preparadas solucdes de hidroxido de sédio 0,1 M, acido cloridrico
0,1 M, agua deionizada e peréxido de hidrogénio (H,O;) 3% viv e 10% v/v
contendo fluconazol na concentragdo de 1 mg/mL foram deixadas por uma hora a
temperatura ambiente e ao abrigo da luz. ApGs esse periodo foram diluidas até a
concentracao 500 pug/mL, neutralizadas e filtradas em filtros de seringa de celulose
regenerada de porosidade igual a 0,45 um. Solucbes branco, igualmente
preparadas, mas sem a adicdo do fluconazol foram analisadas por CLAE. Os
cromatogramas referentes a estas solugdes podem ser vistos abaixo nas Figuras
31, 32,33 e 34.
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Figura 31. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas obtidos nas andlises de fluconazol
(solucao padréo de trabalho) sob estresse em agua a temperatura ambiente e seu

branco.

Figura 32. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos nas analises de fluconazol
(solugéo padréao de trabalho) sob estresse em H,0, 3% e 10% (v/v) a temperatura

ambiente e seu branco.

Figura 33. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas obtidos nas andlises de fluconazol
(solugcéo padrao de trabalho) sob estresse em HCI 0,1 M a temperatura ambiente

e seu branco.
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Figura 34. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos nas andlises de fluconazol
(solucdo padrao de trabalho) sob estresse em NaOH 0,1 M a temperatura

ambiente e seu branco.

Novas solugcdes, da mesma maneira preparadas, estiveram sob
aquecimento a 90 T e refluxo por seis horas. Fracd es foram coletadas apos 30
minutos, duas, quatro e seis horas e apoés diluicdo, neutralizacdo e filtragdo foram
analisadas. SolugBes branco também foram analisadas. Os cromatogramas

referentes a estas solu¢des podem ser vistos nas Figuras 35, 36, 37 e 38.

Figura 35. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas obtidos nas analises de fluconazol
(solucédo padrédo de trabalho) em condicdo de estresse aquoso sob refluxo de

aliquotas retiradas apds 30 minutos, duas, quatro e seis horas.
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Figura 36. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos nas analises de fluconazol
(solucéo padréo de trabalho) em condicdo de estresse oxidativo (H,O, 3%) sob
refluxo de aliquotas retiradas apds 30 minutos, duas, quatro e seis horas. O

cromatograma apresenta um possivel produto de degradacéo (PD).

Figura 37. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos nas analises de fluconazol
(solucdo padrdo de trabalho) em condicdo de estresse &cido sob refluxo de

aliquotas retiradas apds 30 minutos, duas, quatro e seis horas.

Figura 38. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas obtidos nas andlises de fluconazol
(solucdo padrdo de trabalho) em condicdo de estresse basico sob refluxo de

aliquotas retiradas apos 30 minutos, duas, quatro e seis horas.

Para a fotodegradacdo foram preparadas solu¢cées metandlicas contendo

fluconazol na concentragao igual a 1 mg/mL. Duas solucdes contendo fluconazol,
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uma coberta com papel aluminio e uma solucdo branco foram colocadas em
camara de fotodegradagdo com lampada UVC, a temperatura ambiente, por duas
e 24 horas. Nao ocorreu degradacao aparente do fluconazol, nem o aparecimento

de algum novo pico, como mostra a Figura 39.
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0.00
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Figura 39. Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos nas analises de fluconazol
(solucéo padréo de trabalho) em condicdo de estresse sob luz UVC ap6s 24 horas

de exposicao.

A Unica condi¢do em que um novo pico pode ser observado foi durante o
estresse com aquecimento e refluxo da solucdo preparada em peréxido de
hidrogénio 3% v/v. Possivelmente ocorreu oxidacdo da molécula do fluconazol,
talvez no sitio da hidroxila, formando um novo composto. Esse possivel produto de
degradacdo foi identificado como PD, como pode ser visto na Figura 36. A
substancia PD pode ser separada do fluconazol pelo método analitico
desenvolvido por CLAE, um método indicativo de estabilidade.

A estabilidade fisico-quimica que fluconazol parece ter quando avaliado por
absorcéo de radiacdo UV é interessante. Estabilidade € uma qualidade requerida
a todos os farmacos, pois aumenta seguranca destes quanto a manutencdo de
suas propriedades até o momento de sua utilizacdo. Por outro lado, uma téo
grande estabilidade pode se tornar um problema com relacdo ao descarte do

farmaco e sua presenca na natureza.
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4.3. Estudo de Estabilidade Preliminar

O produto manipulado fluconazol 150 mg capsulas (amostra A) foi
submetido a estudo de estabilidade preliminar com o intuito de avaliar a
estabilidade do farmaco e da formulagdo sob condicdo de estresse. Foram
empregados calor seco, calor umido e luz UV. Para isso utilizou-se estufa (Fabbe
Ltda, Brasil), camara climatica (Marconi, MA 835/UR) e camara espelhada
internamente (100 x 16 x 16 cm), com lampada UVC (254 nm) 20 W (45 cm de
comprimento). Todos os equipamentos foram mantidos ligados durante todo o
estudo.

As amostras foram avaliadas quanto as caracteristicas organolépticas de
cor, odor e aspecto, por andlise visual. Além disso, as amostras foram avaliadas
quanto ao teor residual de fluconazol e a possivel formagdo de produtos de
degradacdo. O monitoramento da degradacdo foi efetuado pelo método
cromatogréafico validado previamente. As condicbes empregadas, nos estudos

preliminares de estabilidade, foram:

Calor seco: neste estudo de degradacao térmica por calor seco a estufa foi
mantida a 60 C. Trés capsulas de fluconazol foram abertas e seu contetdo
homogeneizado em uma placa de Petri foi colocado na estufa. Em outra placa, o
equivalente a um peso médio de placebo foi homogeneizado e também mantido
em estufa a 60 C. Quantidade equivalentes a 50 mg de fluconazol foram retiradas
nos seguintes tempos: 7, 14, 21, 32, 45 e 60 dias.

Solugcbes de produto e placebo foram preparadas em concentracdes
equivalentes a 500 pg/mL de fluconazol utilizando agua como diluente. Essas
solucdes foram analisadas por CLAE apdés serem filtradas por filtros de seringa de
celulose regenerada de porosidade igual a 0,45 um. Os resultados podem ser

vistos na Tabela 38 e na Figura 40.
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Figura 40. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas obtidos nas andlises de fluconazol
submetido & estabilidade preliminar sob calor seco (60 C) para as amostras

retiradas apos diferentes periodos.

Tabela 38. Valores obtidos na quantificagdo de fluconazol cdpsulas expostas a
estufa (60 ), analisadas por CLAE

Tempo de i Teor médio DPR
Area média
exposicao (%) (%)
(dias)
0 1173732 97,48 0,12
7 1184501 98,64 1,16
14 1247412 102,49 0,09
21 1190173 99,11 1,30
32 1257749 102,65 0,56
45 1229465 102,39 0,31
60 1162287 97,45 0,31

DPR: desvio padréo relativo.
Como pode ser observado, o fluconazol apresenta alta estabilidade frente

ao calor seco (60 €) de modo que ndo houve decaimento em seu teor nem

aparecimento de novo pico em seu cromatograma.
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Calor umido: neste estudo de degradacdo por calor umido a camara
climatica foi mantida a 40 € e 75% de umidade relativa (UR). Trés capsulas de
fluconazol foram abertas e seu conteiddo homogeneizado em uma placa de Petri
destampada que foi colocada na camara. Em outra placa, o equivalente a um peso
médio de placebo foi homogeneizado e também mantido na camara climatica.
Quantidades equivalentes a 50 mg de fluconazol foram retiradas nos seguintes
tempos: 14, 21, 30, 60 e 90 dias.

Solucdes de produto e placebo foram preparadas em concentragdes
equivalentes a 500 pug/mL de fluconazol utilizando agua como diluente. Essas
solucdes foram analisadas por CLAE apés serem filtradas por filtros de seringa de
celulose regenerada de porosidade igual a 0,45 pm. Os resultados podem ser

vistos na Tabela 39 e na Figura 41.
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Figura 41. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas obtidos nas andlises de fluconazol
submetido a estabilidade preliminar sob calor Umido para as amostras retiradas

apos diferentes periodos.
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Tabela 39. Valores obtidos na quantificagéo de fluconazol cipsulas expostas a
camara climatica (40 T/ 75% UR), analisadas por CL AE

Tempo de ) Teor médio DPR
) Area média
exposicao (%) (%)
(dias)
0 1163929 96,90 0,65
14 1098479 96,56 1,61
21 1126073 96,30 0,86
30 1155066 96,89 0,21
60 1099159 95,19 0,58
90 1198170 95,36 1,97

DPR: desvio padréo relativo.
Como pode ser observado, o fluconazol apresenta alta estabilidade frente
ao calor umido nas condicbes adotadas no estudo de modo que houve ligeiro

decaimento em seu teor e N4o surgiu NOVo pico em seu cromatograma.

Fotodegradacéao: neste estudo de fotodegradacéo a cAmara espelhada foi
mantida a temperatura ndo superior a 25 C. Trés capsulas de fluconazol foram
abertas e seu conteddo homogeneizado em uma placa de Petri. Em outra placa o
equivalente a um peso médio de placebo foi homogeneizado e também mantido
na camara espelhada. Ambas as placas foram expostas destampadas a distancia
de 10 cm da lampada. Quantidades equivalentes a 50 mg de fluconazol foram
retiradas nos seguintes tempos: 21, 33 e 66 dias.

Solucbes de produto e placebo foram preparadas em concentracdes
equivalentes a 500 ug/mL de fluconazol utilizando agua como diluente. Estas
solucbes foram analisadas por CLAE apés serem filtradas por filtros de seringa de
celulose regenerada de porosidade igual a 0,45 um. Os resultados podem ser

vistos na Tabela 40 e na Figura 42.
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Figura 42. Sobreposi¢cdo dos cromatogramas obtidos nas andlises de fluconazol
submetido a estabilidade preliminar sob luz UVC para as amostras retiradas apos
21 e 66 dias.

Tabela 40. Valores obtidos na quantificacdo de fluconazol cdpsulas expostas a

camara de fotodegradacao (luz UVC, 254 nm, 20 W) analisadas por CLAE

Tempo de ) . Teor médio DPR
) Area média
exposicao (%) (%)
(dias)
0 1163929 96,90 0,65
21 1236681 95,75 0,42
33 1193460 99,29 0,75
66 1054347 91,18 0,03

DPR: desvio padréo relativo.

A Unica condicdo a que o fluconazol demonstrou certa instabilidade foi a luz
UVC. Houve queda de aproximadamente 5% no teor do farmaco apds 66 dias de
exposicdo. No entanto ndo surgiu novo pico em seu cromatograma.

Durante o estudo de estabilidade preliminar para as trés condicbes, a
formulacéo do produto fluconazol 150 mg capsula e seu placebo apresentavam-se

inicialmente brancos, mas tornaram-se levemente amarelado (placebo) e amarelo
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mais intenso (produto) apds 30 dias de exposicéo ao calor seco e umido e apos 21
dias de exposicéo a luz UV.

Tendo em vista o fluconazol ser um antifungico, considera-se tdo importante
guanto a manutencéo da integridade fisica do produto sua atividade antifingica.
Por isso ensaios microbioldgicos estdo sendo realizados com o farmaco integro e

apos os estudos de estabilidade preliminar.
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4.4, Degradagéo

Considerando a fotossensibilidade do fluconazol, verificada a partir dos
resultados obtidos nos estudos de fotodegradacdo preliminar, a cinética de
fotodegradacdo do farmaco torno-se objeto de nosso estudo. No entanto ao
prolongar o tempo de estresse sob a luz UVC a quantidade de fluconazol
determinada por CLAE ndo diminuia, nem novos picos foram detectados, ao
contrario, observou-se aumento na area do pico referente ao fluconazol. Este
aumento na area levou a um calculo de teor elevado e irreal. Os resultados para

este estudo podem ser vistos na Tabela 41.

Tabela 41. Valores obtidos na quantificagcdo de fluconazol cdpsulas expostas a
camara de fotodegradacao (luz UVC, 254 nm, 20 W) para o estudo de cinética de

degradacéo, analisadas por CLAE

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

0 96,90 0,65

21 95,75 0,42

33 99,29 0,75

66 91,18 0,03

90 96,98 0,94
120 107,47 2,03
150 100,07 0,68
180 95,92 0,44

DPR: desvio padréo relativo.

Comparando o0s resultados obticos para cada amostra submetida a

fotodegradacdo com o padrédo de trabalho empregado nas determinacdes

124



CAPITULO IV — ESTUDO DE ESTABILIDADE

observamos um aumento consideravel nos valores de absor¢cdo para a mesma
guantidade de massa analisada medidas em 261 nm. Este aumento na absorcéo
também foi observado para as amostras submetidas a estresse por calor seco e

calor tmido, como mostra a Tabela 42.

Tabela 42. Valores obtidos de absorvancia para as amostras de fluconazol
submetidas a estresse lidas em 261 nm comparativamente ao padréo de trabalho,

empregando a mesma quantidade de massa do farmaco

) Tempo de Porcentagem
Condicdes das . ABS .
exposicao o em relacdo ao
amostras ) média
(dias) padrao
Padrédo - 0,507407 -
66 0,661487 130,37
90 0,629214 124,01
Luz UVC 120 0,690127 136,01
150 0,678960 133,81
180
0,641940 126,51
Calor seco 60 0,571536 112,64
Calor imido 90 0,557995 109,97

ABS: valor de absorcdo em 261 nm.

Tendo em vista estes resultados pode-se inferir que todas as condicfes de
estresse levaram a modificacdes na molécula do fluconazol que resultam em
aumento da absortividade do farmaco.

Estes resultados corroboram aqueles publicados por Marciniec e
colaboradores (Marciniec et al., 2007) que ao estudarem a esterilizacdo do
fluconazol por radiacdo ionizante mostraram que apds ser submetido a
esterilizacdo a absorcdo do farmaco a energia na regido dos raios UV é

aumentada.
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5. CONCLUSOES

Métodos analiticos seletivos para a andlise do produto fluconazol capsulas
foram desenvolvidos e validados, bem como método indicativo de sua
estabilidade.

A baixa seletividade apresentada pelos métodos farmacopeicos mostra a
necessidade de rever a monografia farmacopeica do fluconazol.

Também foi desenvolvido e validado método analitico de dissolucdo para
capsulas de fluconazol, que mostrou que a utilizacdo de sinker ndo traz melhores
resultados para as amostras ensaiadas.

Diferentemente do que a maioria das publicacdes sobre estabilidade do
fluconazol afirma, observou-se que o farmaco é instavel quando submetido a calor
seco e Uumido e a luz UVC, bem como em meio oxidativo e sua instabilidade ndo &
identificada de modo facil.

A estabilidade do fluconazol deve ser estudada aplicando diferentes
técnicas que possam separar produtos de degradacdo, como a CLAE, e avaliar a
atividade do antifungico, como o microbioldgico por difusdo em agar.

Estes resultados apontam para a necessidade de mudancas ha
manipulacdo e encapsulamento do fluconazol, em seu material de embalagem e
condicbes de armazenamento. Apontam, ainda, para a necessidade de

aprimoramento das pesquisas em estabilidade de farmacos.
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