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Resumo

O nitrato de fenticonazol € um derivado imidazdélico de amplo espectro de acgéo
contra patdogenos dermatofitos, como Malassezia furfur e leveduras, a principal delas
Candida albicans. E necessario que se possa garantir a qualidade dos
medicamentos produzidos. O controle de qualidade é uma ferramenta que assegura
a qualidade, eficacia e seguranca desses produtos até 0 momento de sua utilizacao
e faz-se necessario que métodos analiticos sejam desenvolvidos e validados para o
doseamento desses farmacos. A grande importancia dos métodos microbiol6gicos
utilizados no controle de qualidade de farmacos com atividade antimicrobiana é
demonstrar sua atividade biologica por meio de seu efeito inibitério no crescimento
de micro-organismo. A diminuicdo da atividade antimicrobiana ou poténcia pode
indicar alguma alteracao sutil na molécula, que € pouco detectavel em um método
analitico fisico-quimico. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar o método
microbiolégico difusdo em agar para o produto nitrato de fenticonazol creme vaginal.
O método de difusdo em &gar foi desenvolvido utilizando meio de cultura agar
Sabouraud e cepa de Candida albicans ATCC 64548 como micro-organismo teste.
Para o ensaio foi utilizado o delineamento 3 x 3, conforme preconiza a Farmacopeia
Brasileira (2010). A validacdo do método proposto demonstrou linearidade entre os
diametros dos halos de inibicdo e o logaritmo da concentracdo na faixa de 50,0 a
200,0 pg/mL. O método obteve resultados precisos e lineares com r’=1. A exatidéo
foi comprovada pelo intervalo de tolerancia de 98,83%, dentro dos limites permitidos.
O método foi validado de maneira satisfatéria, podendo ser utilizado em analises do
Controle de Qualidade deste farmaco.

Palavras-chave: controle de qualidade, difusdo em &gar, nitrato de fenticonazol,

validacdo, método microbioldgico, creme vaginal.
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1. INTRODUCAO

As infec¢cBes vaginais tém sido responsaveis por grande indice de consultas
ginecologicas, sendo comprovadas por diagndsticos recorrentes em clinicas
especializadas. Atualmente aproximadamente 75% das mulheres em idade
reprodutiva apresentam a candidiase vulvovaginal ndo complicada, sendo a Candida
albicans uma das principais causas. Apesar dos avancos terapéuticos, a candidiase
vulvovaginal aparece como um problema mundial comum, afetando as diversas
classes sociais (SOBEL, 2007).

O nitrato de fenticonazol, 1-(2,4-dicloro-beta-((p-(feniltio) benzil) oxi) fenetil)
imidazol mononitrato (Figura 1), € um derivado imidazolico de amplo espectro de
acao contra patdogenos dermatofitos, como Malassezia furfur e leveduras, a principal
delas Candida albicans. O nitrato de fenticonazol demonstrou possuir também
espectro de acdo contra bactérias, quando estas estdo normalmente associadas
com fungos causadores de infec¢des cutaneas ou infecgdes vaginais, além disso,
possui acdo antiparasitaria contra o protozoario Trichomonas vaginalis. Por possuir
esse amplo espectro de acdo contra espécies micoéticas, bacterianas, dermatéfitos e/
ou Trichomonas, o nitrato de fenticonazol pode ser utilizado como tratamento topico

alternativo nas infec¢Bes mistas causadas por esses patdogenos (VERALDI, 2008).



Figura 1. Estrutura quimica do nitrato de fenticonazol.

O nitrato de fenticonazol é um po cristalino fino, branco, praticamente insoluvel
em agua e muito soluvel em metanol e dimetilformamida (MARTINDALE, 2009).

O mecanismo de agédo do nitrato de fenticonazol contra Candida albincans é
baseado em trés etapas: inibicAo da secrecdo de protease acida da levedura,
promocao de danos a membrana citoplasmatica e bloqueio da oxidase do citocromo
(VERALDI, 2008). O nitrato de fenticonazol atua alterando a permeabilidade da
membrana do fungo com a inibicdo da formacdo de ergosterol, um constituinte vital
para sua estrutura, além de inibicdo na producédo de proteinases acidas. Esse duplo
mecanismo de acdo culmina na destruicdo do patdgeno por inviabilizar o
crescimento do fungo e também diminui a incidéncia de recidivas (NAUD et al.,
2003).

O nitrato de fenticonazol apresenta baixo grau de absorcéo sistémica em sua
aplicacdo dérmica ou vaginal. O valor da concentragao inibitéria minima (CIM), ou
seja, a menor concentracdo que ainda causa inibicdo no crescimento microbiano do
nitrato de fenticonazol se apresenta na faixa de 5-40 pg/mL (LOPEZ-OLMOS,
PARRA, 2003). A maxima atividade do fenticonazol contra a Candida albicans é

alcancada em pH semelhante ao ambiente vaginal. Este perfil de atividade o torna



uma excelente indicagdo nas vulvovaginites por Candida albicans, principalmente
devido a diminui¢cdo de pH que ocorre durante esta infeccdo (HALBE et al., 2000).

A boa absorcao pela parede vaginal e sua concentragdo permanente no local
sdo caracteristicas importantes do nitrato de fenticonazol que corroboram sua
eficacia terapéutica no tratamento de vulvovaginites (DE CECCO et al., 1988).

No Brasil, as formas farmacéuticas encontradas para o nitrato de fenticonazol
sdo creme vaginal e 6vulo. O produto referéncia para a forma farmacéutica creme
vaginal é o Fentizol® produzido pelo laboratério Aché. Existem ainda no mercado
produtos genéricos.

Segundo o Bulario da ANVISA (2013), quando utilizado na forma de creme
vaginal, o produto contendo 0,02 g de nitrato de fenticonazol por grama de creme
deve ser introduzido na vagina com o aplicador cheio (5 g de creme). Deve ser
utilizado apenas um aplicador por dia e este ndo deve ser reutilizado. O creme deve
ser utilizado por sete dias consecutivos.

Atualmente, o grande numero de incidentes que envolvem produtos
alimenticios e medicamentosos nas inddstrias traz uma preocupacdo com a
gualidade desses produtos durante sua producdo. Estes devem ser produzidos
visando um produto final com qualidade, que seja comercializado e atenda os efeitos
esperados pelo consumidor/ paciente.

O controle de qualidade é extremamente importante e uma ferramenta que
assegura a qualidade, eficacia e seguranca dos produtos até o momento de sua
utilizacdo. Como ferramenta para o controle de qualidade, métodos analiticos
desenvolvidos e validados, descritos nas farmacopeias ou em periodicos

internacionais, tém papel importante na avaliagdo dos produtos farmacéuticos.



10

A grande importancia dos métodos microbioldgicos utilizados no controle de
qualidade de farmacos com atividade antimicrobiana € demonstrar sua atividade
biolégica por meio de seu efeito inibitério no crescimento de micro-organismo. A
diminuicdo da atividade antimicrobiana ou poténcia pode indicar alguma alteragao
sutil na molécula, que é pouco detectadvel em um método analitico fisico-quimico
(LOURENCO, 2007).

Os ensaios microbioldgicos utilizam a poténcia conhecida do padrdao de
referéncia para estimar, por comparacao dos efeitos produzidos em um sistema
biologico, a poténcia de um produto ou material desconhecido (HEWITT, 2007).

Para a determinacdo da poténcia dos antimicrobianos, 0s ensaios
microbiologicos mais utilizados sdo o método de difusdo em agar e o metodo
turbidimétrico, ambos descritos na Farmacopeia Brasileira (2010). Em relacdo ao
método por difusdo em agar, sob condicbes adequadas, € possivel demonstrar a
poténcia antibiotica comparando os halos de inibicdo produzidos a partir de
concentragdes conhecidas do antimicrobiano analisado e o seu padrao de referéncia
(MORENO; SALGADO, 2007).

O método de difusdo em agar consiste na difusdo do antifingico ou antibiético
por meio de uma camada de meio de cultura uniformemente inoculada. A solucéo de
antifangico ou antibacteriano € aplicada no interior de cilindros de aco inoxidavel,
templates, orificios ou discos de papel, dependendo da técnica utlizada. O
crescimento do micro-organismo inoculado é limitado na area de onde se difundiu a
solugao antimicrobiana, formando uma area circular ou “zona”, também chamado de
halo de inibicdo. Dessa forma, o préprio micro-organismo é o agente revelador do
ensaio microbiolégico, permitindo identificar concentragfes baixas do antimicrobiano

gue limita o seu crescimento (HEWITT, 2007).
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Atualmente, ndo existe monografia farmacopeica para o farmaco nitrato de
fenticonazol na forma farmacéutica de creme vaginal disponivel em compéndios
oficiais aceitos pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e nem
métodos microbiolégicos publicados em periédicos internacionais para a
determinacdo da poténcia do nitrato de fenticonazol matéria prima ou produto
acabado. Sendo o nitrato de fenticonazol um farmaco antifingico, a determinacéo de
sua poténcia durante o controle de qualidade da matéria prima ou produto acabado
é imprescindivel de modo a assegurar a eficacia deste medicamento. A auséncia de
um método microbiolégico para o nitrato de fenticonazol demonstra a importancia e

inovacao do método desenvolvido neste trabalho.

2. OBJETIVO

O objetivo deste Trabalho de Conclusdo de Curso foi o desenvolvimento do
método microbiolégico de difusdo em agar para o nitrato de fenticonazol na forma
farmacéutica creme vaginal e sua validagcdo segundo a Farmacopeia Brasileira

(2010) e a Resolugio RE n® 899 da ANVISA (BRASIL, 2003).

3. DESENVOLVIMENTO
3.1. EXPERIMENTO
3.1.1. Material

e Fenticonazol substancia quimica de referéncia e creme vaginal (lote:

469175, validade: 07/2014), gentiimente doados pela EMS, industria farmacéutica;

3.1.2. Reagentes

e Cepas de Candida albicans ATCC 64548;
e Meios de cultura: agar Sabouraud (Himedia) e agar n°® 1 (Acumedia);

e  Metanol - alcool metilico (Synth).
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3.1.3. Equipamentos

e Micropipetadores;

e Placas de Petri;

e Templates de aco inoxidavel;

e Estufa para camara bacterilégica (FANEM Modelo315 SE);
e Autoclave (Norte-Cientifica);

e Estufa para esterilizacdo (Nova Etica);

e Capela de fluxo laminar (VECO);

e Espectrofotdmetro (Quimis);

e Paquimetro digital (Starret).

Para o desenvolvimento do método e sua validacdo foram utilizados nos
ensaios o nitrato de fenticonazol, substancia quimica de referéncia, identificada pelo
lote FN/OOC/11, e o nitrato de fenticonazol creme vaginal 0,2 g/g, identificado pelo
lote L469175, os quais foram doados gentiimente pela empresa EMS industria
farmacéutica, localizada na cidade de Hortolandia no estado de S&o Paulo. A
amostra utilizada consistiu em caixas de nitrato de fenticonazol creme vaginal 0,2
g/g, as quais possuiam, cada uma, uma bisnaga com 40,0 gramas de creme vaginal
e sete aplicadores.

A cepa fangica utilizada foi a Candida albicans ATCC 64548 e sua manutenc¢ao
foi feita em meio agar Sabouraud (Himedia) em tubos de ensaio inclinados,
previamente preparados e autoclavados. Para os ensaios foram preparadas placas
com meio base do agar antibiotico nimero 1 (Difco), para nivelamento das placas.
Como meio superficie, foi utilizado meio agar Sabouraud (Himedia) acrescido de

caldo Sabouraud (Acumedia) inoculado com o micro-organismo.
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Todos os meios de cultura e ponteiras utilizados nos ensaios foram
esterilizados previamente em autoclave durante 15 minutos a temperatura de 121°C.
Foram utilizadas placas de Petri com 20,0 mm de altura x 100,0 mm de diadmetro e
nas tampas foi colocado papel filtro a fim de impedir que goticulas de condensacéo
interferissem ou dificultassem os resultados do ensaio, nesse caso, a leitura dos
halos de inibicdo. Para o ensaio também foram utilizados pipeta volumétrica de 10
mL, proveta de 25 mL, templates e pinga, todos esterilizados em estufa (Nova Etica)
a 180°C por 1 hora, juntamente com as placas de Petri.

Para a incubacao das placas foi utilizada estufa (FANEM Modelo315 SE) e os

halos de inibigdo foram lidos com o auxilio de paquimetro digital Starret.

3.2.  PESO MEDIO

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), realizou-se a determinagcao do
peso médio, em que foram pesadas 10 bisnagas individualmente. ApOs serem
pesadas cheias, as bisnagas foram esvaziadas e pesadas novamente. Foi feita a
diferenca das bisnagas cheias com as bisnagas vazias. O valor do peso médio
encontrado foi de 44,62 gramas e todas as bisnagas atendiam as recomendacdes
da Farmacopeia Brasileira (2010). Os resultados do Peso médio podem ser

verificados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores medidos para a determinacéo do peso médio a partir da diferenca
entre bisnagas cheias e bisnagas vazias.

Bisnagas cheias Bisnagas vazias Diferenca
20,68 g 6,050 4463 g
20,76 g 2,950 4481 ¢
20,84 g 6,06 g 4476 g
21,13 @ 2,980 45150
20,77 g 6,07 g 4470 g
20,43 g 2,990 44 44 g
20,37 g 2,950 44 42 g
20,56 g 2930 4463 g
o054 g 6,04 g 44 50 g
20,17 g 6,03 0g 4414 g

3.3. DESENVOLVIMENTO ANALITICO

Durante o desenvolvimento analitico, diversas modificacdes foram testadas nos

parametros do método a fim de encontrar as melhores condi¢cbes para obter os

melhores resultados. Os parametros testados constam na Tabela 2.

Tabela 2. Parametros testados para o ensaio microbioldgico de difusdo em agar

para nitrato de fenticonazol

Parametros

Descricao

Micro-organismo

Meio de cultura

Solvente solucao-estoque
Solucéo diluente
Concentracéo do inoculo
Concentracao das solugcdes

Temperatura de incubacéao
Tempo de incubacgao

Candida albicans ATCC 64548
Agar Sabouraud

Metanol, etanol, DMSO

Agua, metanol, etanol

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

50,0; 100,0 e 200,0 pg/mL
100,0; 200,0 e 400 pg/mL
125,0; 250,0 e 500 pg/mL
25°C

24h e 48h
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ApOs testar esses parametros, foram encontrados os melhores resultados que
traziam melhor linearidade entre as concentragdes, melhor visualizacdo dos halos e
que permitissem facil manipulacdo da amostra, ja que o farmaco apresenta
solubilidade aquosa limitada. Os parametros selecionados para a validacdo se

encontram na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros utilizados para a validacéo do ensaio microbioldgico de
difusédo em agar para nitrato de fenticonazol

Parametros Descricao

Micro-organismo Candida albicans ATCC 64548
Meio de cultura Agar Sabouraud

Solvente solugcdo-mae Metanol

Solucéo diluente Metanol

Concentracao do inoculo 0,5%

Concentracao das solucdes 50,0; 100,0 e 200,0 pg/mL
Temperatura de incubacéao 25°C

Tempo de incubacao 24h

Esses parametros foram escolhidos, pois demonstraram melhores condi¢des
para o crescimento das cepas fungicas e halo de inibicdo proporcional as
concentracdes das solucoes.

O metanol foi o solvente organico utilizado para realizar as diluicées, pois entre
0s solventes testados, este foi 0 que mais demonstrou solubilizacdo do farmaco,
visto que o nitrato de fenticonazol € pouco soluvel em agua e muito solivel em
metanol. Contudo para a realizacdo do ensaio foi feito um teste controle em placas
inoculadas com Candida albicans utilizando apenas o metanol, a fim de provar que o

poder bactericida/ bacteriostatico provém do farmaco em estudo e ndo do metanol.
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O resultado do teste controle foi negativo para metanol, o que viabiliza o ensaio
proposto.

A utilizacdo de metanol para solubilizar antibiéticos em ensaios microbiologicos
ndo é algo inovador, mas usado e, inclusive recomendado pela Farmacopeia

Brasileira (2010).

3.3.1. Preparo do In6culo

O caldo Sabouraud utilizado para o preparo do indculo foi feito de acordo com
as recomendacfes do fabricante, presentes no rétulo do produto. Apés pesado e
preparado, o caldo Sabouraud foi autoclavado e mantido sob refrigeracdo a 8 °C até
seu uso. Em 15 mL desta solugdo foram suspensas duas alcadas de cepa de
Candida albicans, cultivadas por 24 horas a temperatura de 25 °C em estufa. Apds o
tempo de incubagcdo, a suspensdao do micro-organismo foi padronizada em
espectrofotometro a 580 nm e 25 + 2% de transmitancia, de acordo com a
Farmacopeia Brasileira (2010). Uma aliquota de 250 pL do indculo padronizado foi
transferida em 50,0 mL do meio de cultura agar Sabouraud, obtendo-se a

concentracao de 0,5% do inéculo.

3.3.2. Preparo da solucéo de nitrato de fenticonazol padréao

Para a preparacao das solucdes padréao de nitrato de fenticonazol, foram feitas
diluicbes a partir de uma solucdo-méae. Para esta solucdo primaria, foi pesado
exatamente, em balanca analitica, cerca de 10,00 mg do farmaco, que foi colocado
em baldo volumétrico de 10,0 mL. Foi completado o volume com metanol e a
solucdo foi colocada por 1 hora em ultra-som, para total homogeneizacdo do

farmaco. O volume foi completado com metanol, obtendo-se a concentracdo de
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1000 pg/ mL. A solucéo foi filtrada em papel de filtro quantitativo e foram retiradas
aliquotas de 0,25; 0,50 e 1,00 mL para o preparo de solu¢gbes em baldo volumétrico
de 5 mL para obtencdo das concentracbes de 50,0; 100,0 e 200,0 pg/mL,

respectivamente.

3.3.3. Preparo da solucgao de nitrato de fenticonazol amostra

As solucbes de nitrato de fenticonazol amostra foram preparadas da mesma
forma que as solugbes padréo. Foi pesado 0,05 g da amostra nitrato de fenticonazol
creme vaginal 0,2 g/g. A amostra foi pesada em béquer de 10 mL e diluida e
homogeneizada em 5 mL de metanol. Apos total homogeneizagdo da amostra, a
solugdo foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL e o béquer foi lavado 3
vezes com 1 mL de metanol, para garantir que toda a amostra tenha sido transferida
para o baldo volumétrico. A solucéo foi colocada por 1 hora em ultra-som e depois
de completado o volume com metanol, a solucdo foi filtrada em papel de filtro
guantitativo. Aliquotas de 0,25; 0,50 e 1,00 mL foram retiradas da solucéo filtrada
para o preparo de solucbes em baldo volumétrico de 5 mL para obtencdo das

concentragfes de 50,0; 100,0 e 200,0 ug/mL, respectivamente.

3.3.4. Validacao

A validacdo do ensaio foi conduzida de acordo com a Resolugcdo RE n° 899 da
ANVISA (BRASIL, 2003) e segundo a Farmacopeia Brasileira (2010) para os
parametros de linearidade, exatidao e precisao.

Para a verificacdo estatistica da linearidade, o célculo da regresséao linear foi

feito através do método dos minimos quadrados verificado segundo a Analise de
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Variancia para as trés concentracdes (50,0, 100,0 e 200,0 pug/mL) empregadas para
padrao e amostra.

Na precisdo foi realizado o ensaio em dois dias diferentes e a partir da
repetibilidade e da precisdo intermediaria determinou-se a atividade percentual do
nitrato de fenticonazol e o célculo do desvio padrédo relativo da poténcia de cada
ensaio.

Para o parametro de exatiddo foi realizado o ensaio de recuperacdo pelo

meétodo do placebo enriquecido.

3.4. Resultados

3.4.1. Curva analitica

Para a realizacdo do ensaio foram preparadas placas de Petri com camada
base de 20,0 mL do meio de cultura agar bacterioldgico numero 1. Apdés a sua
solidificacdo, foram adicionados 5,0 mL da camada superficie, preparada pela
mistura do meio de cultura agar Sabouraud e o inoculo padronizado. Depois de
solidificado, os templates, previamente esterilizados, foram colocados na superficie
com o auxilio de pinca, também estéril. Foram transferidos 200 uL de cada uma das
solucdes padrao e solugbes amostra do nitrato de fenticonazol para pocinhos dos
templates segundo esquema apresentado na Figura 2. Todo o procedimento foi

realizado em capela de fluxo laminar.
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Figura 2. Esquema do ensaio microbiol6gico pelo método de difusdo em agar,
delineamento 3 x 3, demonstrando a disposicdo das solucdes-padréo (P) e amostra
(A) na placa de Petri, sendo P1 (50 pg/mL); P2 (100 pg/mL); P3 (200 pg/mL) e Al
(50 pg/mL); A2 (100 pg/mL); A3 (200 pg/mL).

ApGs a preparacao das placas, estas foram incubadas a 8 °C por 2 horas para
gue as solucbes com o farmaco pudessem difundir no meio de cultura de forma
adequada. As placas foram novamente incubadas, agora na temperatura de 25°C
durante 24 horas e ap0s esse periodo os diametros dos halos de inibicdo foram
medidos com paquimetro digital.

Para a construcao da curva analitica, foram utilizadas a média dos diametros
dos halos de inibicdo obtidos e o logaritmo das concentracbes utilizadas nas
diluicdes. O delineamento 3 x 3 utilizado foi feito conforme preconiza a Farmacopeia
Brasileira (2010).

Os resultados obtidos juntamente com a curva analitica construida com esses

valores podem ser verificados na Tabela 4 e na Figura 3, respectivamente.
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Tabela 4. Valores dos diametros dos halos de inibigéo de crescimento obtidos com a
solucéo de nitrato de fenticonazol no ensaio microbiolégico pelo método de difusédo

em agar.

Diametro dos

Concentragao halos de Média Desvio Padréo DPR (%)
inibicdo (mm)

(Mg/ mL) P A P A 5 A 54
13,15 13,01
13,63 13,60
13,37 13,21

50 1299 136p 1343 1339 034 035 250 263
13,53 13,05
13,92 13,87
14,11 14,21
14,15 14,23
1459 14,13

100 1481 1437 1484 1427 031 012 216 08l
14,01 14,44
14,36 14,21
15,08 15,31
14,87 15,01
15,02 15,17

200 15,38 15,31 15,12 15,15 0,27 0,16 1,78 1,04
14,86 14,92
15,51 15,18

DPR% - desvio padréo relativo percentual
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Figura 3. Representagao grafica da curva analitica de nitrato de fenticonazol padréo
e amostra, no ensaio microbiolégico pelo método de difusdo em agar.

Depois de 24 horas de incubacéo a 25 °C, foram obtidos os resultados dos
tamanhos dos halos de inibicdo. A partir deles foi construida a curva analitica
correlacionando esses valores com o logaritmo das concentragfes utilizadas, no
caso, 50,0; 100,0 e 200,0 pg/mL. Esta curva obteve um coeficiente de correlacéo
para o padréo igual a 0,998, e a equacao da reta obtida foi y = 2,804x + 8,688. Para
a amostra, o coeficiente de correlacdo apresentou valor igual a 1, sendo que a
equacao da reta foi y = 2,838x + 8,607. O coeficiente de determinacdo indica a
linearidade do método, quanto mais proximo a 1, mais linear ele se apresenta. A
Resolucdo RE 899 (ANVISA) preconiza que as curvas analiticas obtidas sejam
paralelas e possuam, no minimo, coeficiente de correlacdo igual a 0,990. Portanto, o
valor obtido nos coeficientes de correlacdo indica que o método é linear e possui
paralelismo, também comprovados pela analise de variancia e a representacdo

grafica da Figura 3.
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3.4.2. Validacéo

3.4.2.1. Linearidade

A andlise da variancia segundo a ANOVA foi utilizada para a validacdo do
método. O tratamento estatistico para o0 ensaio 3 x 3 utilizando templates foi feito
como preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010) para o teste da linearidade.

Tabela 5. Andlise da variancia dos dados obtidos no ensaio microbiolégico de nitrato
de fenticonazol pelo método de difusédo em agar.

ANALISE DE GL SQ MQ Fcal Ftab
VARIANCIA

Preparacdes 1 0,0066695 0,0066695 0,1072969 4,24
Regresséo 1 17,80204 17,80204 286,3962* 7,77
Desvio de 0,0070044 0,0070044 0,112682 4,24
Paralelismo

Quadrético 1 0,006235 0,006235 0,1003032 4,24
Diferenca de 1 0,009568 0,009568 0,1539293 4,24
Quadratico

Entre doses 5 17,831514 3,5663028
Entre placas 5 0,666681 0,1333362
Dentro (erro) 25 1,553969 0,06215876
Total 35 20,052164

GL: graus de liberdade; SQ: soma dos quadrados; MQ: variancia
*significativo p<0,05

Para a validacdo do método proposto, a Farmacopeia Brasileira (2010)
preconiza que o desvio de paralelismo e o desvio de linearidade sejam nao
significativos e a regressao linear deve ser significativa para p<0,05. Como pode ser

verificado na Tabela 5, todas as condi¢Ges foram cumpridas no ensaio proposto.
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3.4.2.2. Célculo da Poténcia e Preciséo

O célculo da poténcia foi estimado conforme a equacdo de Hewitt (HEWITT,
2007) e os resultados apresentados foram realizados em dois dias diferentes e cada
ensaio corresponde a média de seis determinacoes.

Equacéao de Hewitt:

Poténcia (%) = Antilog M x 100

Em que:

M =F/b

b=E/ L L

E=%ax[As+Pg)—(Ar+Py)]

F=Yx[(AL+ Az + A3) — (P1+ P2+ P3)]

| = logaritmo da raz&o das doses

A partir do calculo da poténcia dos resultados obtidos de cada placa foi
possivel calcular a poténcia de cada dia e sua média e desvio padrao relativo,
confirmando a precisédo intradia do ensaio. Também foi calculada a poténcia interdia
do ensaio. Os resultados obtidos podem ser observados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores experimentais obtidos para o doseamento de solucéo padréo de
nitrato de fenticonazol pelo método de difusdo em agar.

Dia Poténcia (%) DPR (%)
Precisédo Intradia 1 97,88 9,31
Precisdo Interdia le2 93,73 10,07

A precisdo do ensaio foi calculada de duas formas: através do calculo de
poténcia e também através do calculo do desvio padrdo relativo das leituras dos
halos, nas diferentes placas, para cada concentracdo testada para as solucdes

padrdo e amostra, como pode ser observado na Tabela 7.
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Tabela 7. Valores das médias e desvios padréo relativos das leituras dos halos para
as solucdes padrdo e amostra para nitrato de fenticonazol pelo método de difuséo
em agar

P1 P2 P3 Al A2 A3

Média 13,32 14,30 15,12 13,25 14,08 15,00
DPR % 3,3 3,15 3,04 2,9 2,27 2,77 Precisao interdia

Média 13,32 14,31 15,07 13,43 14,29 15,14
DPR% 2,73 1,93 2,23 2,43 15 0,9 Preciséo intradia

3.4.2.3. Exatidao

Para a verificagcdo da exatiddo do método proposto foi utilizado o teste de
recuperacdo atraves do metodo do placebo enriquecido. Neste método séo
adicionadas quantidades conhecidas da substancia padrédo ao placebo, permitindo a
guantificagéo.

Para o desenvolvimento do teste de recuperacédo foi adicionada quantia de 10
mg de substancia padréo de nitrato de fenticonazol a 0,0490 gramas de placebo,
formando o placebo enriquecido. O padrdo e o placebo foram pesados em balanca
analitica. Esta mistura foi completada com metanol em baldo volumétrico de 10 mL,
reproduzindo a solucdo-estoque utilizada para a amostra, procurando utilizar as

mesmas condi¢des do método.

Tabela 8. Valores experimentais obtidos no teste de recuperacdo do nitrato de
fenticonazol padréo no ensaio microbioldgico pelo método de difusdo em agar.

Concentragéo de
nitrato de fenticonazol Recuperacéao

3 0 0 0,
nos placebos Recuperacao (%) DPR (%) Média (%) DPR (%)
enriguecidos (ug/mL)
50,0 98,37 4,24
100,0 98,69 3,44 98,83 3,20

200,0 99,41 2,10
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Os resultados obtidos se mostraram satisfatorios para a Resolu¢do RE 899, no

qgual a exatidao deve estar préxima a 100%, conforme observado na Tabela 8.

3.5. Discussao

A patrtir dos resultados obtidos nos testes preliminares aos que foram utilizados
no método proposto, foi possivel encontrar as melhores condigbes de solubilidade
do padrdo e amostra, melhor tempo de incubagédo e concentracdo do indculo, entre
outros parametros que permitiram o desenvolvimento do método.

Para assegurar a validade do ensaio na determinacdo da poténcia de nitrato de
fenticonazol, foram utilizadas trés diferentes concentracbes para a amostra,
idénticas as da solucdo padréo, em delineamento 3 x 3. As doses utilizadas estéo
em progressao geomeétrica com razao 2, seguindo relacéo linear entre o logaritmo da
concentracdo da substancia testada e o diametro dos halos de inibicdo. Os melhores
resultados encontrados foram nas concentracdes de 50,0; 100,0 e 200,0 pg/mL,
observando o tamanho do halo e a distancia entre eles, de forma que ndo houvesse
sobreposicao.

Foi eleita uma cepa de facil manuseio, além de ter um crescimento satisfatorio
em meio de cultura. Dessa forma, foi escolhida a Candida albicans ATCC 64548,
disponivel no laboratério de Controle de Qualidade da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Araraquara. A concentracdo do in6culo utilizada foi de 0,5%
devido ao seu crescimento homogéneo no meio de cultura escolhido, além dessa
concentragcdo também foram testadas as concentracfes de 1,0% e 2,0%, as quais
tiveram crescimento de micro-organismo muito grande durante o tempo de

incubacdo das placas. A homogeneidade do crescimento do micro-organismo
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depende da padronizacdo prévia do indculo em espectrofotébmetro a 580 nm, com 25
+ 2% de transmitancia, o qual foi seguido para a realizacdo de todos 0s ensaios.

Os resultados para o ensaio de linearidade mostraram que o método nas
concentracbes testadas € linear, pois ndo apresentam qualquer desvio de
linearidade em sua analise de variancia. Os tratamentos, tanto para padrdo quanto
para amostra, demonstraram ser estatisticamente iguais e as trés diferentes
concentracfes séo estatisticamente diferentes, apresentando relacdo linear entre
elas.

A precisdao do meétodo foi obtida empregando-se seis determinac¢des de nitrato
de fenticonazol em solucédo de metanol durante dois dias diferentes. Dessa forma, foi
possivel calcular a precisédo intradia no dia 1, no qual foi obtida a poténcia de
97,88% e desvio padréo de 9,31%. Também foi possivel calcular a precisao interdia,
na qual foi utilizada 12 determinacdes (dias 1 e 2) para o calculo da poténcia, o
resultado obtido foi de 93,73% para o teor e 10,07% para o DPR%. Este resultado
apresenta-se em acordo com preconizado pela RE 899 da ANVISA, que permite
variacdo de até 15%. O calculo utilizado para a determinacdo das poténcias foi a
equacao de Hewitt.

Para a exatiddo do método foi utilizado o teste de recuperacao, pelo método do
placebo enriquecido, no qual sdo adicionadas quantidades conhecidas da
substancia padréo no placebo, permitindo a sua quantificacdo. A recuperacdo média
obtida no ensaio foi de 98,83%, que atende perfeitamente os requisitos da RE 899
da ANVISA, na qual é pedido que os resultados estejam proximos a 100%.

O método de difusdo em agar desenvolvido nesse trabalho para o nitrato de
fenticonazol demonstrou ser linear, preciso e exato, atendendo a todos 0s requisitos

necessarios para ser uma técnica futuramente utilizada, principalmente pela
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importancia e vantagens dos métodos microbiologicos. Além disso, € um método de
facil execucdo e de baixo custo por ndo requerer instrumentos de alto custo. Este
método pode facilmente ser incorporado a rotina dos laboratérios analiticos para a
determinacéo do nitrato de fenticonazol em creme vaginal.

A grande importancia dos ensaios microbiolégicos frente aos ensaios fisico-
guimicos para a quantificacdo de antimicrobianos consiste na capacidade que o
ensaio bioanalitico possui em apontar a verdadeira atividade biol6gica do farmaco.
Apesar de serem muito precisos, os métodos analiticos fisico-quimicos podem nédo
detectar algumas alterac6es na molécula desses farmacos (ADAMS et al., 1998;
SALGADO, LOPES, LUCCHESI, 2006).

Os métodos microbioldégicos possuem algumas vantagens com relacdo a
outros meétodos, o principal deles € que € um método de facil acesso e baixo custo,
pois ndo requer equipamentos especializados. Além disso, a técnica normalmente
utiliza solventes com baixa toxicidade tanto para o meio ambiente quanto para o
analista que realiza o ensaio. Os métodos microbiologicos sdo considerados de facil
execucao, entretanto alguns aspectos, como temperatura de incubacdo, micro-
organismo utilizado, espessura do agar, devem ser considerados no

desenvolvimento para que o método demonstre exatiddo e seguranca.
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4. CONCLUSAO

Foi desenvolvido e validado método de difusdo em agar, utilizado para estimar
a poténcia de antimicrobianos, o qual demonstrou ser um método linear, preciso e
exato para o doseamento do produto nitrato de fenticonazol creme vaginal. Os
resultados de validacdo estdo em acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010) e
ANVISA (BRASIL, 2003). O ensaio microbiolégico escolhido demonstrou ser uma
técnica simples e de baixo custo e o trabalho aqui apresentado se mostra inovador e
com grande potencial para ser futuramente utilizado para garantir a qualidade deste

produto farmacéutico.
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