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RESUMO

O norfloxacino é uma fluoroquinolona de segunda geracdo derivada do acido nalidixico.
Como as demais fluoroquinolonas, o norfloxacino atua por inibicdo da DNA-girase
bacteriana, complexo enzimatico que participa do processo de replicagdo do DNA
bacteriano e também inibe a topoisomerase tipo IV do DNA bacteriano. Esta
fluoroquinolona é utilizada para o tratamento de infecc¢Ges do trato urinario causadas por
bactérias Gram-negativas, incluindo Enterobacteriaceae e espécies Pseudomonas-
resistentes e também alguns micro-organismos Gram-positivos. A literatura apresenta
alguns métodos de analise para norfloxacino em fluidos biolégicos, dguas subterraneas,
alimentos e formas farmacéuticas. Com base nestas consideracOes, este trabalho
objetiva desenvolver ensaios para analise qualitativa de norfloxacino utilizando
espectrofotometria na regido do visivel, analise térmica, cromatografia em camada
delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia, eletroforese capilar e outros métodos
gerais para caracterizacdo da SQR e comprimidos de norfloxacino. Métodos analiticos
foram desenvolvidos e validados para a quantificacdo deste farmaco como: (1)
espectrofotometria na regido do visivel, comprimento de onda de detec¢do 520 nm, com
faixa linear de 95,0 a 120,0 pug/mL utilizando acido cloranilico 0,1% como reagente,
com exatiddo de 102,48%; (2) cromatografia liquida de alta eficiéncia, com
comprimento de onda de deteccdo de 277 nm, fase mével composta por solucéo aquosa
de acido acético 5% e metanol (80:20 v/v), obtendo-se tempo de retencdo médio de 5,7
minutos e capacidade de separacdo de produtos de degradacdo. A faixa linear avaliada
foi de 10,0 a 30,0 pg/mL, com exatiddo de 103,96%; (3) Eletroforese Capilar, validado
utilizando-se como eletrolito, tampédo de tetraborato de sédio 30 mM a pH 9,0 e capilar
de silica fundida de 48,5 cm, sendo 40,0 cm efetivos, com 75 pm de didmetro interno. A
faixa linear avaliada foi de 5,0 a 30,0 ug/mL, com exatiddo de 101,31%; (4) método
microbioldgico turbidimétrico, utilizando o0 micro-organismo  Saphylococcus
epidermidis ATCC 12228 IAL 2150, na faixa de concentracdo de 25, 50 e 100,0 pg/mL
com exatiddo de 100,74%. Todos os parametros de validacdo cumpriram as exigéncias
dos principais guias e compéndios oficiais. Os métodos desenvolvidos ndo apresentaram
diferencas estatisticas para um nivel de significAncia de 5%. Para estudos de
complexacdo do norfloxacino com B-ciclodextrina, através dos sistemas maceracao,
moagem conjunta e liofilizacdo, a caracterizacdo foi realizada por diagrama de
solubilidade de fases, dissolucdo intrinseca, anélise térmica, espectroscopia na regido do

infravermelho, microscopia eletrénica de varredura, difracdo de raios-X e andlise



microbioldgica dos sistemas obtidos. A melhor complexacéo foi obtida pelo sistema de
liofilizag&o e todos os complexos apresentaram atividade microbiana (MF = 97,18%;
AM = 89,52%; LIOF = 96,57%) avaliada pelo método microbioldgico turbidimétrico
desenvolvido e validado. Finalmente, as trés formas polimorficas descritas para
norfloxacino foram recristalizadas e submetidas ao teste microbioldgico turbidimétrico
validado. Os resultados demonstram que o polimorfo na forma B (107,66%) apresentou

maior atividade microbiana do que as formas A e C (91,5% e 57,87%) respectivamente.

Palavras-chave: fluoroquinolona, norfloxacino, controle de qualidade, métodos
analiticos, espectrofotometria na regido do visivel, cromatografia liquida de alta
eficiéncia, eletroforese capilar, doseamento microbiologico, complexos com f-

ciclodextrina, polimorfismo.



ABSTRACT

Norfloxacin is a second-generation fluoroguinolone derivate of nalidixic acid. Like
other fluoroquinolones, norfloxacin acts by inhibiting DNA gyrase, the enzyme
complex that participates in the process of bacterial DNA replication and also inhibit
topoisomerase 1V type of bacterial DNA. This fluoroquinolone is used in treatment of
urinary  tract infections caused by Gram-negative bacteria, including
Enterobacteriaceae, and Pseudomonas-resistant species and also by Gram-negative
microorganisms. The literature describes some methods to analyses norfloxacin in
biologic fluids, groundwater, foods and pharmaceutical forms. Based on these
considerations, this work aims to develop assays for qualitative analysis of norfloxacin
using visible spectrophotometry, thermal analysis, thin-layer chromatography, high
performance liquid chromatography, capillary electrophoresis and other general
methods for the characterization of API and tablets of norfloxacin. Analytical methods
were developed and validated for the quantification of this drug as: (1) visible
spectrophotometry, detection wavelength 520 nm with a linear range from 95.0 to 120.0
pug/mL using chloranilic acid 0.1% as a reagent, with an accuracy of 102.48%; (2) high
performance liquid chromatography with detection wavelength of 277 nm, mobile phase
composed of aqueous 5% acetic acid and methanol (80:20 v/v) obtaining an average
retention time of 5.7 minutes and separation capability degradation products. The linear
range was measured from 10.0 to 30.0 pg/mL, with accuracy (103.96%); (3) Capillary
electrophoresis was validated using a solution of 30 mM sodium tetraborate buffer pH
9.0 as the electrolyte and a fused silica capillary of 48.5 cm, with 40.0 cm effective, and
75 um of diameter. The linear range was evaluated from 5.0 to 30.0 pg/mL, with
accuracy 101.31%; (4) microbiological turbidimetric method using micro-organism
Saphylococcus epidermidis ATCC 12228 IAL 2150, with a linear range of 25, 50 and
100.0 pg/mL with an accuracy of 100.74%. All validation parameters achieved the
requirements of the major guidelines and official compendia. The developed methods
were not statistically different for a significant level of 5%. For studies of norfloxacin
complexation with [B-cyclodextrin systems through maceration, grinding and
lyophilization, the characterization was performed by phase solubility diagram, intrinsic
dissolution, thermal analysis, infrared spectroscopy, scanning electron microscopy, X
ray diffraction and microbiological analysis of the systems obtained. The best
complexation by the system was freeze-drying and all complex showed microbial
activity (MF = 97.18%, AM = 89.52%, LIOF = 96.57%) assessed by turbidimetric



microbiological method developed and validated. Finally, the three polymorphic forms
described for norfloxacin were recrystallized and subjected to microbiological
turbidimetric test validated. The results show that the polymorph in the form B
(107.66%) has higher microbial activity of the forms A and C (91.5% and 57.87%)

respectively.

Keywords: fluoroquinolone, norfloxacin, quality control, analytical methods,
spectrophotometry in the visible region, high performance liquid chromatography,
capillary electrophoresis, microbiological assay, complexes with [-cyclodextrin,

polymorphism.
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1.1 Introducéo geral ejustificativa

Dentre as diferentes classes dos produtos farmacéuticos, os antimicrobianos
estdo entre os mais comumente prescritos. O uso indiscriminado de antimicrobianos, e,
muitas vezes, incorreto desses agentes, pode levar consequentemente ao surgimento de
patogenos resistentes. O sucesso da terapia antimicrobiana esta relacionado a
concentracdo do antimicrobiano no local da infeccdo, devendo ser suficiente para inibir
0 crescimento do micro-organismo responsavel pela infeccdo (GOODMAN &
GILMAN, 2006).

Em 1960, surgiram as primeiras quinolonas, com a introdu¢do do &cido
nalidixico na prética clinica. Em meados de 1980, com acréscimo de um atomo de fltor
na posicdo C-6 do anel quinolénico e um grupo piperazila em posi¢cdo C-7, surgiram as
fluoroquinolonas, conferindo um amplo e potente espectro de atividade antibacteriana
(APPELBAUM & HUNTER, 2000).

Em 31 de outubro de 1986, a Food and Drug Administration (FDA) sob registro
New Animal Drug Application (NADA) 019384, aprovou o uso do norfloxacino nos
Estados Unidos, que foi desenvolvido e patenteado em 1978 pelo Laboratério Merck
Sharp & Dohme; foi a primeira fluoroquinolona que apresentou potente atividade
antibacteriana, indicado para o tratamento do trato urinario (FDA, 2012c).

No Brasil, o norfloxacino foi liberado para comercializagdo, na forma
farmacéutica de comprimidos, para o tratamento de humanos, em 30 de junho de 1983
para a dosagem de 400 mg, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
(BRASIL, 2012).

Foram encontrados diversos trabalhos que avaliam as propriedades
farmacocinéticas e farmacodinamicas, interagdes medicamentosas e efeitos adversos do
norfloxacino, assim como, métodos analiticos para matrizes biolégicas. Métodos de
analise padronizados em compéndios oficiais como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (FB 4, 2001; BF, 2011; USP 35, 2012), titulacdo potenciométrica (FB 4,
2001; F. Portuguesa, 2005; BF, 2011; EP, 2011; USP 35, 2012), espectrofotométrico
(FB 4, 2001; USP 35, 2012), microbiolégico difusdo em é&gar (FB 4, 2001) e
cromatografia em camada delgada (FB 4, 2001; F. Portuguesa, 2005; EP, 2011) estdo
descritos. Entretanto, o preparo de amostra e algumas técnicas como método

microbioldgico sdo de complexa execugdo, muitas vezes demandam um grande tempo
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de analise e, portanto, faz-se necessario o desenvolvimento e a validacdo de novas
técnicas, com vantagens como: menor gasto de solvente, menor tempo de anélise com
menor geracao de residuos para o meio ambiente.

O presente trabalho contempla o desenvolvimento e a validacdo de métodos
analiticos para o controle de qualidade de norfloxacino como: (1) método
cromatogréafico, visando menor utilizagdo de solventes orgénicos e auséncia da
utilizacdo de solucdo tampao para uma melhor vida Util da coluna cromatogréfica; (2)
método eletroforético, uma vez que esta técnica € relativamente nova podendo utilizar
quantidades minimas de reagentes para a quantificagdo de farmacos, possui Varias
vantagens que podem ser diferenciais na escolha de um método analitico; (3) método
espectrofotométrico na regido do visivel, objetivando método de baixo custo e de facil
execucao; e (4) método microbioldgico - turbidimétrico, visando rapidez para a
determinacéo de poténcia do produto.

O norfloxacino é considerado pela Biopharmaceutics Classification System
(BCS) um farmaco de classe 1V, sendo uma fluoroquinolona pouco soltuvel em agua.
Em geral, presume-se que a formagdo de complexos de inclusdo em ciclodextrinas
(CDs), leva ao aumento da solubilidade e da velocidade de dissolucdo de principios
ativos lipofilicos, podendo refletir no aumento da biodisponibilidade e
consequentemente atingindo mais rapidamente os micro-organismos, inibindo a DNA-
girase e a topoisomerase Il nas enzimas bacterianas (KAMAL DUA et al., 2007). Os
sistemas de complexacdo foram desenvolvidos e caracterizados pelas técnicas de
diagrama de solubilidade de fases, dissolucdo intrinseca, calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), termogravimetria (TG), difracdo de raios-X, espectrofotometria na
regido do infravermelho, e microscopia eletrénica de varredura.

Estudos recentes demonstram que o norfloxacino apresenta polimorfos que
podem modificar o comportamento da molécula quando em meio bioldgico, inclusive
podendo alterar sua biodisponibilidade (BARBAS et al., 2007). No intuito de pesquisar
e avaliar o comportamento microbioldgico das formas polimérficas do norfloxacino,
foram realizados processos para obtencdo da recristalizacdo e entdo efetuada a
caracterizacdo por meio de técnicas de calorimetria exploratdria diferencial (DSC),
termogravimetria (TG), difracdo de raios-X, espectrofotometria na regido do

infravermelho, microscopia eletrénica de varredura e ressonancia magnética nuclear.
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2.1

2.2

Objetivos gerais

Desenvolver e validar novos métodos analiticos para o controle de qualidade de
norfloxacino comprimidos;
Realizar estudos de complexacdo do NOR-MP com B-ciclodextrina;

Avaliar a influéncia do polimorfismo na atividade antimicrobiana.
Objetivos especificos

Realizar reacdo de identificacdo de norfloxacino baseado em suas caracteristicas
estruturais;

Realizar analise térmica de norfloxacino SQR e forma farmacéutica
comprimido;

Desenvolver método por cromatografia em camada delgada (CCD) para
identificacdo de norfloxacino e seus produtos de degradacéo;

Desenvolver método por espectrofotometria na regido do visivel (VI1S), regido
do infravermelho (1V), eletroforese capilar (EC) e cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), para identificacdo de norfloxacino SQR e forma
farmacéutica comprimido;

Desenvolver e validar método de andlise para determinacdo quantitativa de
norfloxacino na forma farmacéutica comprimido, por espectrofotometria na
regido do visivel,

Desenvolver e validar método microbioldgico — turbidimétrico para doseamento
de norfloxacino na forma farmacéutica comprimido;

Desenvolver e validar método de analise para determinacdo quantitativa de
norfloxacino na forma farmacéutica comprimido, por cromatografia liquida de
alta eficiéncia e eletroforese capilar;

Realizar estudos de complexag¢do com [-ciclodextrina através do diagrama de
solubilidade para obter a estequiometria do composto. Caracterizar suas
diferentes formas de complexacdo, aplicar os sistemas de complexacdo no
ensaio microbioldgico;

Obter diferentes polimorfos, caracterizacdo e avaliagdo microbiolégica dos

polimorfos obtidos no ensaio microbioldgico — turbidimétrico.
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3.1 Introducéo

As quinolonas e fluoroquinolonas sdo grupos relacionados de antimicrobianos
derivados do &cido nalidixico. A classe das quinolonas tem despertado interesse desde a
sua descoberta em 1962, tendo sido patenteada por Lesher e colaboradores
(APPELBAUM & HUNTER, 2000; ANDRIOLE, 2005). Quinolonas sdo incomuns
entre os antimicrobianos na medida em que ndo foram isoladas de organismos vivos,
mas sintetizadas quimicamente. A primeira quinolona, “acido nalidixico”, foi derivada
da substancia antimalarica cloroquina. Posteriormente, antimicrobianos foram obtidos
pela introducdo de um &tomo de fldor em posicdo C-6 e um grupo piperazinico em
posicdo C-7, conferindo amplo e potente espectro de acdo contra 0S micro-organismos,
obtendo-se, assim, 0 norfloxacino, patenteado em 1978 (SOUZA et al., 2004; BOLON,
2011).

Desde o descobrimento dos efeitos terapéuticos do &cido nalidixico,
modificacbes em seu ndcleo foram efetuadas, a fim de melhorar sua poténcia, seu
espectro de acdo e reduzir as reacGes dos efeitos adversos. O nucleo inclui um grupo etil
na posi¢cdo N-1, um grupo carboxilico em C-3, um atomo de oxigénio em C-4 e um
atomo de flior em C-6. De todas as posicoes, a adicao de um atomo de fllor na posicao
6 foi uma mudanga que ampliou substancialmente o espectro de agcdo das quinolonas
(Figura 1) (WRIGHT et al, 2000). Esta modificacdo também aumentou a

biodisponibilidade oral e a penetracéo nos tecidos das moléculas.

Figura 1. Estrutura quimica numerada do &cido nalidixico
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O tratamento de infecgdes sistémicas com o acido nalidixico agindo contra
muitas bactérias Gram-negativas, como Escherichia, Aerobacter, Klebsiella e Proteus
(OWENS & AMBROSE, 2000). Porem, devido ao seu estreito espectro antibacteriano,
baixa penetrabilidade tecidual, resisténcia bacteriana e frequentes efeitos adversos no
sistema nervoso central, ndo foi um farmaco de escolha, mas contribuiu para as
modificagdes estruturais que subsequentemente melhoraram as propriedades
terapéuticas e reduziram efeitos adversos das quinolonas (O'DONNELL & GELONE,
2000).

As quinolonas de uso humano dividem-se em 12, 23 32 e 42 geragOes (Tabela 1)

(BALL, 2000; ANDRIOLE, 2005; SMITA et al., 2011; SOUZA et al., 2012).

Tabela 1. Classificacéo das quinolonas utilizadas em medicina humana

QUINOLONAS
12 Geragéo FLUOROQUINOLONAS
Cinoxacina 22 Geracgao 32 Geracgao 42 Geracao
Flumequina Ciprofloxacino Balofloxacino Clinafloxacino
Acido Nalidixico Enoxacino Gatifloxacino Garenoxacino
Acido Oxolinico Fleroxacino Grepafloxacino Gemifloxacino
Acido Pipemidico  Lomefloxacino Levofloxacino Moxifloxacino
Rosoxacina Nadifloxacino Pazufloxacino Prulifloxacino
Acrosoxacino Ofloxacino Esparfloxacino Sitafloxacino
Droxacino Norfloxacino Temafloxacino Trovafloxacino
Tioxacino Pefloxacino Tosufloxacino Alatrofloxacino
Miloxacino Rufloxacino Ulifloxacino

Fonte: ANDRIOLE, 2005; SOUZA et al., 2012.

As fluoroquinolonas (FQs) sdo antimicrobianos sintéticos com atividade contra
micro-organismos Gram-negativos e Gram-positivos. A maioria € administrada por via
oral, sendo bem absorvidas, atingindo concentragbes terapéuticas na maioria dos
liquidos corporais e sdo parcialmente metabolizadas no figado. A via renal é a principal

via de eliminacdo, com aproximadamente 30% a 60% de uma dose oral excretada
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inalterada pela urina. Os pacientes com insuficiéncia renal devem receber dosagens
reduzidas (AMBROSE et al., 2001; GOODMAN & GILMAN, 2006).

As FQs tém demonstrado eficacia clinica no tratamento de infeccOes
complicadas das vias urinarias, infec¢bes respiratdrias causadas por P. aeruginosa em
pacientes com fibrose cistica, otite externa invasiva causada por P. aeruginosa, em
portadores de osteomielite bacilar Gram-negativa crénica, erradicacdo de Streptococcus
typhi, gonorreia (para pacientes que ndo podem fazer o uso de penicilina, € administrado
uma dose Unica de acrosoxacino de 1% geracdo), prostatite bacteriana, cervicite
(FLOREZ et al., 1997; DUAN & YUAN, 2001; RANG et al., 2001; RUBIN et al.,
2008), infeccbes do tecido liso, infec¢bes respiratdrias, meningite, sinusite, infecgdes de
articulagdes dsseas, infeccbes recorrentes ou cronicas por Pseudomonas (VILCHEZ et
al., 2001). Além disso, podem ser usadas para tuberculose resistente a multiplos
farmacos, infecgbes pelo complexo do Mycobacterium avium em pacientes com
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), tuberculose e febre em pacientes com
cancer neutropénico (GOODMAN & GILMAN, 2006; DE-SOUZA, 2009; TAVARES,
2009).

As FQs também sdo comumente usadas para o tratamento e prevengdo de
doencas veterinarias e na producdo de alimentos para animais (BARBOSA et al., 1997;
SIEFERT et al., 1999). O uso das quinolonas na medicina veterindria trouxe um
problema mundial bastante sério, devido & resisténcia bacteriana aos antimicrobianos,
gue sdo 0s mesmos usados para a medicina humana. Existe o interesse cientifico quanto
a administracdo de doses terapéuticas e subterapéuticas de antimicrobianos para os
animais, principalmente devido ao surgimento e a difusao de varios agentes patogénicos
resistentes aos antibioticos de bactérias zoonoticas. Esta questdo vem sendo objeto de
debates acalorados ao longo dos anos, no entanto, ainda ndo ha consenso total sobre a
importancia do uso de antimicrobianos em animais, ou de resisténcia em bactérias
isoladas de animais, no desenvolvimento e disseminacgdo da resisténcia aos antibioticos
entre bactérias patogénicas humanas (DERMOTT et al., 2002; KOTRETSOU et al.,
2004).

De uma maneira geral, 0 mecanismo de acdo das FQs se da pela inibicdo da
DNA-girase (Gram-negativa) bacteriana (topoisomerase Il) e topoisomerase Il (Gram-
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positiva), a enzima que produz superespiralamento negativo no 4cido
desoxirribonucleico (DNA). Esses farmacos sdo seletivos para a enzima bacteriana. A
inibicdo se da nas subunidades A da DNA-girase, enzima responsavel pela replicacdo da
dupla cadeia do DNA cromossémico (CHECCHET et al., 1998; RANG et al., 2007;
ZHANG et al., 2007; KAMAT, 2005).

A Figura 2 ilustra a interacdo da molécula de uma quinolona com o DNA. As
moléculas do farmaco se ligam ao DNA, induzidos pela DNA-girase, durante o passo de
abertura e espiralamento, através das interacdes das pontes de hidrogénio com as bases
do DNA, interacdes m — m entre anéis da quinolona e interagdes hidrofdbicas entre
grupos etila de N1 (CECCHETTI et al., 1998; MITSCHER, 2005; LEYVA & LEYVA,
2008).

Figura 2. Estrutura quimica de uma fluorquinolona interagindo com o DNA

Fonte: LEYVA & LEYVA, 2008.
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As FQs no organismo humano séo fortemente afetadas por suas propriedades
fisico-quimicas, em particular por suas propriedades de ionizacdo em funcdo do pH. A
presenca de centros carregados em muitos farmacos pode ser essencial para a sua
atividade bioldgica e sua passagem através das membranas celulares. As FQs sao
moléculas anfotéricas, possuem grupos ionizaveis e exibem caracteristicas
zwitterionicas (zwitterions — compostos quimicos eletricamente neutros, mas que
possuem cargas opostas em diferentes atomos ndo-adjacentes); essa caracteristica
representa um tipo particular de soluto com interagGes intra e intermoleculares que
influenciam diretamente suas propriedades fisico-quimicas (PISTOS et al., 2005;
MARTINEZ et al., 2006).

O norfloxacino foi a primeira fluoroquinolona para o uso na medicina clinica,
seguido logo depois pelo ciprofloxacino em meados dos anos 1980. O norfloxacino,
uma fluoroquinolona de segunda geracgéo (Figura 3), com nome quimico acido 1- etil-6-
fldor-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-piperazinil)-3-quinolino carboxilico, é uma fluoroquinolona
zwitteribnica em pH fisiologico usada por varios anos em humanos e animais no
tratamento de varias bactérias (VIJIAN, 2008). A forma farmacéutica em comprimido
contendo norfloxacino foi aprovada pelo FDA sob o registro NADA 019384 em 31 de
outubro de 1986 e em 26 de abril de 2000 NADA 074690 (FDA, 2012c). No Brasil, o
produto foi liberado para comercializacdo, na forma farmacéutica de comprimidos, para
tratamento de humanos, em 30 de junho de 1983 para a dosagem de 400 mg, pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2012).

Figura 3. Estrutura quimica do norfloxacino (CAS: 70458-96-7)

NO f
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Este farmaco apresenta férmula molecular CigHi1gFN3O3, conforme CAS
Register Number 70458-96-7 e peso molecular igual a 319,33 g/mol. O norfloxacino
tem duas constantes de dissociacdo (pKa) pKa; = 6,34 e pKa, = 8,75 (BARBOSA et al.,
1997; O’NEIL, 2006; ESPONDA et al., 2009). Os valores de pKa sdo referentes a
dissociagdo dos grupos 3-quinolino carboxilico e 7-(1-piperazinil), respectivamente. O
coeficiente de particdo deste farmaco é 1,245 (MEDVEDOVICI et al., 2008). O
norfloxacino entra em fusdo na faixa de 220 a 221 °C (O’NEIL, 2006).

3.2  AplicagBes clinicas

A infeccdo é um processo infeccioso que envolve micro-organismos como
bactérias, fungos, virus e protozoarios, onde ocorre a penetracdo do agente infeccioso
no corpo do hospedeiro e entdo héa proliferacdo dos micro-organismos com consequente
sintomas devido a tal processo infeccioso. Um micro-organismo capaz de causar
infeccdo €, com frequéncia, referido como patogénico. A patogenicidade no qual o
micro-organismo pode causar dano a um hospedeiro infectado é conhecida como
viruléncia (KONOMAN et al., 1989; GUIMARAES et al., 2010).

O corpo humano é um verdadeiro nicho ambiental para as bactérias, capazes de
fornecer calor, umidade e nutrientes, essenciais para o crescimento bacteriano. Assim, a
obtencdo de determinadas caracteristicas genéticas pode tornar as bactérias capazes de
penetrar no corpo do ser humano, ter acesso aos alimentos e também conseguir evadir-
se do processo de eliminagdo pela resposta imunoldgica do hospedeiro. Dessa maneira,
toda essa adaptacdo da bactéria pode resultar em danos e problemas & saude do
hospedeiro (MURRAY et al., 2002).

O norfloxacino é utilizado para o tratamento de doengas provocadas por micro-
organismos Gram-negativos e patdgenos atipicos, causando infec¢des génito-urinarias
(cistite, pielite, cistopielite, pielonefrite, prostatite cronica, epididimite e as associadas
com cirurgia uroldgica, bexiga neurogénica), gastroenterites agudas bacterianas
causadas por micro-organismos sensiveis, cervicites gonococicas causadas por cepas de
Neisseria gonorrhoeae produtoras ou néo de penicilinase, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Citrobacter

freundii, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus, Enterococcus
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faecalis, Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, para o tratamento de infecgdes
oculares superficiais envolvendo a cornea ou a conjuntiva e contra febre tifoide
(GRANGE et al., 1998; HENRY, 1999; RONER et al., 2004), e alguns organismos
Gram-positivos (excluindo Streptococcus pneumoniae) (WAGENLEHNER et al.,
2011).

Em relagdo & estrutura-atividade, a adi¢cdo de um &tomo de fldor na posicao 6
aumenta extraordinariamente a atividade antibacteriana das quinolonas contra
Saphylococcus, e a adicdo de um grupo piperazinila na posi¢cdo 7 do anel quinoldnico
aumenta a atividade contra bactérias Gram-negativas. Mantendo um atomo de flor na
posicao 6 e um anel piperazinila na posi¢édo 7, a substituicdo de um grupo ciclopropilico
na posigdo N-1 confere maior poténcia contra Enterobacteriaceae e Pseudomonas
aeruginosa (BLONDEAU, 2004; SILVA, 2009; BOLON, 2011).

O desenvolvimento do norfloxacino foi um grande avanco a familia das
quinolonas, pois deu inicio a sintese de diversas quinolonas fluoradas como o
ciprofloxacino, enoxacino, pefloxacino, entre outras. Isso garantiu o conhecimento da
importancia de determinadas posi¢6es na configuracdo estrutural das novas quinolonas
fluoradas (BLONDEAU, 2004).

3.3 Farmacodinamica do norfloxacino

O norfloxacino possui dois grupos funcionais receptores de protons,
correspondendo a dois equilibrios quimicos de ionizagdo, em uma faixa de pH
fisiologicamente relevante. O grupo carboxilico (C3) protona-se em meio levemente
acido, pKa; = 6,34. Ja o grupo associado ao N na posicao quatro do anel piperazina (C7
anel quinoldnico) protona-se em meio alcalino, pKa, = 8,75 (MOUTON et al., 2005).
Em pH neutro sera predominante um “zwitterion” (com grupo carboxilico deprotonado
e 0 N4 protonado). Em pH 10, mais de 90% estard na forma aniénica e em pH igual ou
inferior a 4,5 estard na forma catidnica (Figura 4). O norfloxacino exibe maior

solubilidade aquosa em pH inferior a 4,5 ou superior a 8,0 (MUSA et al., 2009).
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Figura 4. Diferentes protonacdes do norfloxacino dependentes do pH: a) neutro; b)
cation; c) zwitterion; d) anion

o)

Y
HN\) CHz—=CHy; (@)

Fonte: adaptado de MUSA e ERIKSSON (2009)

34 Farmacocinética do norfloxacino

Estudos farmacocinéticos mostram que ap0s a administracdo por via oral o
norfloxacino sofre menor absor¢do gastrintestinal e a presenca de alimentos no
estdbmago retarda a absorcdo desta quinolona. A absor¢do oral também é reduzida pela
administracdo concomitante de antiacidos a base de hidroxido de aluminio ou magnésio
(CHRISTIAN, 1996; DIAZ, 1998a; ROCHA et al., 2011).

Ap6s a administracdo oral, o norfloxacino apresenta meia-vida de 3,5-5 horas.
Possui biodisponibilidade oral de 30 - 40%. Esta propriedade é favoravel, porque o
farmaco ndo sofre efeito pré-sistémico de primeira passagem no figado e a absorcdo
ocorre principalmente no duodeno em uma pequena porgéo no jejuno (BARRE, 2001;
VIJAN et al., 2008). A concentracdo sérica maxima é de 1,5 pg/mL quando a dose oral
é de 400 mg. A concentracdo parénquimal renal e nas vias urinarias atinge elevada
concentracdo, encontrando-se niveis nos rins entre 4 a 12 vezes maiores que 0s do

sangue e nas vias urindrias, cerca de 100 a 300 vezes superiores aos do sangue. O
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norfloxacino sofre metabolizac&o parcial no figado, em torno de 20% e possui como via
primaria a excre¢do renal, incluindo secre¢do tubular ou filtracdo glomerular. A porgédo
ndo absorvida do farmaco é eliminada junto com as fezes, recuperando-se mais de 50%
da dose administrada na matéria fecal. A area sob a curva da concentracdo plasmatica
versus tempo (ASC) é de 6,4 pg.h/mL (AL-RASHOOD et al., 2001; KATZUNG,
2005).

Outra importante vantagem dos farmacos derivados das quinolonas é que todos
eles sdo encontrados nos fagocitos, possuem um grande volume de distribuicdo e baixa
ligagdo as proteinas plasmaticas (HOOPER, 1998; LABRO, 1998; RANG et al., 2007).

35 Mecanismo de resisténcia

Finch (2009) relatou que os antimicrobianos sdo Unicos entre 0s agentes
terapéuticos muitas vezes usados de forma indiscriminada. Embora a sua utilizagéo seja
dirigida para o tratamento ou prevencdo de doencas microbianas, sua eficacia €
continuamente ameacada pela resisténcia, sendo que essa resisténcia € facilmente
transmitida entre 0s micro-organismos que, por sua vez, podem proliferar em ambientes
mais amplos. As doencas infecciosas variam em gravidade de acordo com a idade e
fatores de risco subjacentes, sendo que a escolha da terapia requer uma avaliacdo de
riscos para garantir a pratica segura e eficaz da prescricéo.

A maneira pela qual as bactérias tornam-se resistentes a um agente
antimicrobiano pode variar muito, tanto em classificacdo, quanto no real mecanismo de
resisténcia da célula bacteriana. Mecanismos de resisténcia bacteriana incluem
destruicdo da substancia ativa, inativacdo e alteracdo do alvo enzima bacteriana. A
resisténcia as quinolonas pode implicar na alteracdo da DNA-girase bacteriana, de
proteinas da membrana externa como a topoisomerase IV e exportacdo do agente
através do efluxo. No entanto, a resisténcia pode simplesmente representar um estado
fisiolégico alterado do micro-organismo (STRATTON, 1995; DRLICA et al., 1997).

A resisténcia gerada pelo uso indiscriminado de antimicrobianos é um dos
maiores desafios para a salde publica global. H& uma diminuicdo da eficécia dos atuais
agentes antimicrobianos e, como consequéncia, as infeccdes se tornam mais dificeis de

tratar, mais economicamente dispendiosas e o controle de epidemias podem se tornar
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mais dificeis. Isso tem contribuido para a alta morbidade e mortalidade por doencas
infecciosas anteriormente trataveis, tais como tuberculose, maléria, doencas
respiratorias agudas e diarreia (SHEARS, 2001; BYARUGABA, 2004).

3.6 M étodos analiticos

Na industria farmacéutica, o controle de qualidade de medicamentos €
responsavel pela avaliagdo de inumeras propriedades que conferem a qualidade das
preparacOes farmacéuticas antes de serem distribuidas & populacdo. Neste sentido, atua
no desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas para farmacos, no estudo de
estabilidade de formulaces, na analise de produtos de degradacdo e na padronizagdo de
procedimentos de producdo (SYNDER et al., 1998).

O desenvolvimento de métodos analiticos qualitativos e quantitativos para o
controle de qualidade dos produtos farmacéuticos deve ser realizado a partir de um bom
planejamento. Os meétodos devem permitir uma analise completa do produto,
contemplando aspectos como a identificacdo e a determinacdo do teor de substancia
ativa, a identificacdo e determinacdo dos niveis de impureza e produtos de degradacéo,
e a verificacdo da estabilidade da substancia ativa na formulacdo (SWARTZ & KRULL,
1997).

Ha vérias razdes para o desenvolvimento de novas metodologias analiticas
(BRASIL, 2002; BRASIL, 2003a):

- Meétodo ndo normalizado;

- Método desenvolvido no laboratério para atender uma aplicacéo especifica;

- AmpliacGes — modificacBes dos métodos normalizados;

- Método normalizado usado fora do escopo indicado;

- No caso de métodos analiticos ndo descritos em farmacopeias ou formularios
oficiais.

E de suma importancia que os laboratérios demonstrem, através da validacéo,
que os métodos de ensaio conduzem a resultados confiaveis e adequados a qualidade
pretendida (INMETRO, 2003).
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Os medicamentos vém sendo cada vez mais objeto de preocupacdo de inumeras
pesquisas realizadas mundialmente, sobretudo com relacdo ao controle de qualidade.
Por tais razbes, € de enorme importancia o desenvolvimento de métodos analiticos
eficazes e confiaveis para o controle de qualidade dos medicamentos comercializados
(LA ROCA etal., 2007).

3.6.1 Validacdo de métodos analiticos

Para o controle de qualidade adequado de medicamentos é imprescindivel o uso
de métodos analiticos bastante sensiveis que permitam, desta forma, a determinacdo de
guantidades minimas de substancia ativa e produtos de degradacdo. A escolha do
método depende de varios fatores, tais como: pureza, qualidade do farmaco, quantidade
da amostra, bem como a finalidade da anédlise, seja ela qualitativa ou quantitativa
(BRASIL, 2004).

A fim de assegurar a credibilidade do método, deve-se valida-lo. A validacéo
tem como objetivo demonstrar que procedimento analitico € adequado para a aplicacédo
pretendida (ICH, 2005). E um processo pelo o qual se estabelece, por estudos de
laboratério, que as caracteristicas de desempenho do método satisfacam as exigéncias
para a sua aplicacéo (USP 33, 2010).

A validacao deve ser considerada como parte de um conceito integrado que visa
garantir a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos farmacéuticos (ERMER, 2001;
RIBANI et al., 2004).

Com a Resolucdo RE n° 899 de 29 de maio de 2003a (Guia para validagdo de
métodos analiticos e bioanaliticos); a ANVISA passou a exigir para as preparacdes
farmacéuticas a serem registradas no Brasil, estudos de validacdo de suas metodologias
analiticas de controle de qualidade destes principios ativos. As metodologias precisam
ser avaliadas segundo critérios previamente definidos nos parametros de Linearidade,
Seletividade, Intervalo, Limite de quantificacdo, Limite de deteccdo, Exatiddo e
Robustez de acordo com a finalidade da metodologia avaliada, de acordo com a Tabela
2 (BRASIL, 2003a).
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Tabela 2. Categorias dos testes submetidos a validagéo

CATEGORIA FINALIDADE DO TESTE

I Testes quantitativos para a determinag&o do principio ativo em

produtos farmacéuticos ou matérias primas

I Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagéo de impurezas

e produtos farmacéuticos e matérias-primas

I Testes de desempenho (ex: dissolucao, liberacdo do ativo)

v Testes de identificacdo

Fonte: BRASIL, 2003a.

Assim, de acordo com cada categoria s@o exigidos que se avaliem determinados
parametros de maneira a comprovar a capacidade do método em fornecer resultados
confiaveis, de acordo com a Tabela 3 (BRASIL, 2003a).

Tabela 3. Ensaios necessarios para validacao segundo categoria

CATEGORIA 11
PARAMETRO CATEGORIA QUANTITATIVO ENSAIO CATEGORIA | CATEGORIA
' LIMITE 3l vV
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
/ Seletividade
Linearidade Sim Sim Néo * Néo
Intervalo Sim Sim * * Néo
Precisdo- Sim Sim Nao Sim Nao
Repetibilidade
Preciséo - fol kel Nao fakad Nao
Intermediaria
Limite de Nao Nao Sim * Nao
detecgdo
Limite de Néo Sim Néo * Néo
quantificagdo
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Néo Néo

* Pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico; ** Se houver comprovacdo da

reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacao da Precisdo (Fonte: BRASIL, 2003a).
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Os critérios adotados pela ANVISA seguem o0s pardmetros internacionais
estabelecidos pela conferéncia internacional de harmonizacdo (INTERNATIONAL
CONFERENCE ON HARMONIZATION-ICH).

Os parametros que podem ser avaliados na validacdo de um método, de acordo
com a Resolugéo n°899 (BRASIL, 2003a), ICH (2005) e USP 33 (2010) sdo:

» Linearidade: corresponde a capacidade do método de fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo da substancia em exame dentro de
uma determinada variacdo. Recomenda-se que sua determinacao seja realizada,
no minimo, com cinco concentragBes. Os resultados devem ser analisados por
métodos estatisticos. Além disso, deve-se apresentar as curvas obtidas, o

coeficiente de correlacdo linear e o intercepto da reta;

» Precisdo: representa o grau de concordancia entre os resultados das andlises
individuais quando o procedimento € aplicado diversas vezes em uma mesma
amostra homogénea, em idénticas condicbes de teste. A precisdo pode ser
medida pela repetibilidade, da precisdo intermediaria e da reprodutibilidade. A
repetibilidade é efetuada por meio de vérias analises, nas mesmas condic¢des, em
um curto intervalo de tempo. A reprodutibilidade se refere ao uso do
procedimento analitico em diferentes laboratorios. A precisdo intermediaria
expressa a variagdo laboratorial, com o mesmo procedimento realizado em dias
diferentes, equipamentos ou analistas diferentes. A precisé@o pode ser expressa

como desvio padrdo relativo (DPR);

» Exatidao: representa o grau de proximidade entre os resultados individuais
encontrados e um valor de aceito como referéncia. Pode ser determinada pelo
teste de recuperacdo, em que quantidades conhecidas de substancia quimica de
referéncia sdo adicionadas a amostra, e entdo recuperadas. Neste caso, é

expressa como percentagem de recuperacao;

» Especificidade e seletividade: representa a capacidade de um método de avaliar

de forma inequivoca a substancia em exame na presenca de componentes que
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poderiam interferir com sua determinacéo, tais como excipientes, impurezas e

produtos de degradagéo;

» Robustez: capacidade do método de nédo ser afetado por pequenas modificacGes

nas condi¢des analiticas;

» Limite de Deteccdo: representa a concentracdo mais baixa da substancia em

exame, sob as condi¢des experimentais especificas;

» Limite de Quantificacdo: representa a concentracdo mais baixa da substancia
em exame que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis, sob as

condicOes experimentais especificas.

A validacdo de um método pode também ser entendida como um processo
baseado na obtencdo, documentacdo e analise de dados, os quais permitem tanto
descrever o mesmo de forma detalhada, como identificar e controlar os fatores de
variacdo (BREAUX et al., 2003).

O objetivo da validacdo é assegurar a reprodutibilidade dos resultados e o
estabelecimento de limites de aceitagdo do erro analitico, exigindo a adogdo de
procedimentos de validacdo que conferem a confiabilidade necessaria para a aplicagdo
das técnicas de quantificacdo. O desenvolvimento de metodologias que permitem
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 bem como em farmécias magistrais publicas e privadas
(TRAISNEL et al., 1995).

Este trabalho objetiva o desenvolvimento e a validacdo de novos métodos

analiticos de norfloxacino comprimidos.
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3.6.2 Revisao dos métodos analiticos para norfloxacino

A quimica analitica enfrenta com bastante frequéncia o desafio proveniente das
mais variadas areas da ciéncia, sempre no sentido de contribuir com o estabelecimento
de metodologias cada vez mais sensiveis, seletivas, confidveis e de menor custo. O
controle de qualidade de medicamentos reveste-se de grande importancia, ndo apenas
para assegurar os padrGes de qualidade que garantam a eficacia e seguranca dos
medicamentos. Deste ponto de vista, a disponibilizacdo de metodologias analiticas
confidveis e, se possivel, rapidas e de baixo custo, mostram-se extremamente
importantes.

O norfloxacino é um antimicrobiano de extrema importancia, usado para
administracdo em humanos e usado indiscriminadamente para tratamentos em animais.
Na literatura destacam-se muitas metodologias analiticas para sua quantificacdo em
produtos farmacéuticos, para material biolégico e quantificacdo em 0Orgaos e tecidos de

animais; essas metodologias estdo apresentadas na Tabela 4 e Tabela 5.
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Métodos espectrofotométricos na regido do visivel para determinacdo de
quinolonas sdo baseados na reacdo dos farmacos com diferentes reagentes, originando
compostos coloridos (MARONA & SCHAPOVAL, 2001). Alguns reagentes utilizados
para a determinacdo de norfloxacino atravées da “formacéo de complexo por pareamento
ibnico” (Tabela 6) estdo descritos por Sastry e colaboradores (1995), Avadhanulu e
colaboradores (1999), Gowda e Seetharamappa (2003), EL-Brashy e colaboradores
(2004b; 2005a; 2005b), Salem e colaboradores (2005) Abdel-Hay e colaboradores
(2008), Amin e colaboradores (2008) e Rufino e colaboradores (2011).

As reagdes através de “formacdo de complexo por transferéncia de cargas”
(Tabela 6) estdo descritas por Froehlich e colaboradores (1990b; 1990c), Lee e
colaboradores (1994), EI-Walily e colaboradores (1996), Amin (2000), Pojanagaroon e
colaboradores (2002), Liming e colaboradores (2003), El-Brashy e colaboradores
(2004a), Rahman e colaboradores (2004), Ragab e colaboradores (2004), Ming-Du e
colaboradores (2005), Shaikh e colaboradores (2007), Darwish e colaboradores (2009),
Naik e colaboradores (2009) e More e colaboradores (2009).

Métodos analiticos através da espectrofotometria de fluorescéncia foram
encontrados para determinacgdo de norfloxacino e também estdo descritos na Tabela 6.
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3.7  Estudos de complexacao

Com o intuito de aumentar a solubilidade do norfloxacino devido a sua
classificacdo biofarmacéutica (classe 1V), pode-se dispor de algumas estratégias, dentre
elas a complexagdo com ciclodextrina.

As ciclodextrinas (CDs) sdo oligossacarideos ciclicos que possuem a cavidade
hidrofobica e a superficie hidrofilica. Essas caracteristicas permitem o aumento da
solubilidade de moléculas lipofilicas como o norfloxacino, através da formacdo de
complexos de inclusdo. Posteriormente, esses complexos de inclusdo sdo submetidos a
caracterizacgdo, utilizando-se um conjunto de técnicas analiticas para explorar diferentes
caracteristicas do farmaco livre, da ciclodextrina em escolha, a p-ciclodextrina, (B-CD)
e do complexo obtido. Neste estudo destacam-se as técnicas que serdo aplicadas para a
caracterizacdo dos complexos: o diagrama de solubilidade de fases, dissolugédo
intrinseca, calorimetria exploratdria diferencial (DSC), termogravimetria (TG), difracéo
de raios-X, espectrofotometria na regido do infravermelho e microscopia eletronica de
varredura, além do estudo de atividade antimicrobiana com os complexos obtidos
(GUYOT etal., 1995).

3.8  Estudosde polimorfismo

O polimorfismo ¢ definido como a capacidade de uma substancia existir em duas
ou mais fases cristalinas que tém diferencas no arranjo e conformacao das moléculas no
cristal, o que repercute diretamente em suas propriedades fisico-quimicas. Essa
mudanca na estrutura cristalina pode ser alterada durante sua sintese através de etapas
especificas como cristalizacdo e precipitacdo ou durante os processos de fabricacdo da
forma farmacéutica (GIRON, 1995).

Existem duas formas cristalinas que podem ser encontrados: solvatos e o0s
polimorfos. Os solvatos, conhecidos também como pseudopolimorfos, sdo sélidos
cristalinos que contém moléculas de solventes dentro da estrutura cristalina. Se o
solvente incorporado for a4gua, o solvato é chamado de hidrato. Os polimorfos tém a
mesma composicdo quimica, mas sdo diferentes na estrutura interna, e

consequentemente, possuem propriedades fisico-quimicas diferentes. Particulas de
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farmacos podem ocorrer na forma amorfa, além da forma cristalina identificavel,
podendo influenciar na estabilidade quimica e na atividade biologica (VIPPAGUNTA
etal., 2001).

Ao comparar as formas cristalinas e amorfas, espera-se que a amorfa seja menos
estavel quimicamente e mais solivel que a forma cristalina. Isso ocorre devido aos
cristais apresentarem menor energia livre, enquanto que na forma amorfa, a auséncia de
uma rede cristalina tridimensional proporciona maior mobilidade molecular. A energia
cinética decorrente das diferentes formas de cristalizacdo (amorfos, polimorfos ou
solvatos) e responsavel pelas diferengas na solubilidade e velocidade de dissolugdo
(ANSEL et al., 2000).

Podem-se encontrar polimorfos na forma metaestavel, que é uma forma menos
estavel. Seu uso na producdo de medicamentos poderia resultar em uma velocidade de
dissolucdo maior que a da forma cristalina mais estavel, mas alguns problemas na
formulacdo poderiam surgir, pois a forma mais metaestavel pode ser convertida na mais
estvel. Se a alteracdo vier ocorrer antes de expirar o0 prazo de validade, isso poderia
resultar em diferencas na biodisponibilidade do farmaco (ANSEL et al., 2000).

Estudos mostram que o norfloxacino apresenta duas formas polimorficas anidras
(A e B), uma forma amorfa (C) (classificados como enantiotropicos) e varias formas
hidratadas (BARBAS et al., 2006). A forma A é compreendida como o principio ativo
apropriado para a producdo de medicamentos por ndo apresentar molécula de agua em
sua estrutura (BARBAS et al., 2007).

A comprovagdo e ocorréncia de polimorfismo nos farmacos comercializados
para producdo de genéricos e similares no pais podera ser utilizada para dar suporte a
ANVISA no sentido de tornar mais rigorosa a legislacéo para o registro destes produtos.
Além disso, a definicdo de critérios claros para a analise de polimorfismo em matérias
primas podera auxiliar tanto a indudstria farmacéutica, na montagem do Relatério de
Producao, como o corpo técnico da ANVISA, responsavel pela avaliacdo dos pedidos
de registro destes medicamentos.

O guia ICH — Q6 trata de polimorfismo e define as especificacdes de novos
farmacos e medicamentos. O guia Q6A, denominado Test Procedures and Acceptance
Criteria for New Drug Substances and New Drug Products: Chemical Substances,
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define polimorfismo como sendo a ocorréncia de diferentes formas cristalinas de um

mesmo farmaco. Nesta definicdo esta incluida a solvatacdo ou hidratagdo de farmacos

(pseudo-polimorfismo) e as formas amorfas.

O guia Q6A ¢ acompanhado de um algoritmo de decis6es, onde sdo indicados

trés procedimentos a serem tomados quando do surgimento de formas polimorficas em

um farmaco. O algoritmo esta representado na Figura 5.

Figura 5. Algoritmo de decises relativo a polimorfismo constante do Guia Q6, parte I.

Pesguiza de
polimorfos com o
novo farmaco

(1)

Oz polimorfos
aprazentam
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propriedades?

SIMl

Afetaa
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~DSC/TE
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T

SIML

(2)
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de aceitagio para
o= polimorfos do
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qualidade com modificagbes
na proporgao dos polimorfos?

o]

>
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de acsitagdo no

M3o hd necsssidade de
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de acsitacdo para polimorfismo
do farmaco.
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durante 3 estabilidade do
farmaco

W

NAD .
A modificacdo pode
afetar a seguranga -
ou a eficacia?

Estabelecer critérios de
acsitacio consistents com a
> seguranga &/ou sficaca.

Fonte: adaptado de ICH, 1999

A avaliacdo do polimorfismo de um farmaco €, na maioria das vezes, um

procedimento complexo, ja que o processo de extracdo do farmaco pode alterar a forma

do polimorfo. Além dos procedimentos de caracterizacdo de um polimorfismo citados

no Guia Q6A, pode ser realizado um ensaio de dissolucdo para um farmaco que se

conheca a existéncia de formas polimorficas com solubilidades significativamente
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diferentes, sendo bastante Util para a avaliacdo dessas formas, e consequentemente na
seguranca do produto (CAPUCHO, 2008).

No Brasil, no registro de medicamentos genéricos e medicamentos similares é
preconizado que o solicitante do registro apresente documentacdo do fabricante do
farmaco contendo informagdes sobre a existéncia de polimorfismo na matéria prima
utilizada na producdo dos medicamentos, a metodologia analitica adotada e resultados

dos testes de determinacdo dos provaveis polimorfos do farmaco (CAPUCHO, 2008).
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4.1

Descricéo geral do norfloxacino

Nome: Norfloxacin (NFLX); Norfloxacino (NOR)

Nomes quimicos™: 1-ethyl-6-fluoro-1,4-dihydro-4-oxo-7-(1-piperazinyl)-3-
quinoline carboxylic acid (NFLX); acido 1-etil-6-fltor-1,4-diidro-4-oxo-7-(1-
piperazinil)-3-quinolino carboxilico (NOR).

CAS?: 70458-96-7.

Formula molecular!; CigH1sFN3O;3

Peso molecular’: 319,33 g/mol

pKas': pKa,/pKay: 6,34/8,75

Faixa de fusdo®: 220 a 221 °C

Composicao percentual: C 60,18%; H 5,68%; F 5,95%; N 13,16%; O 15,03%.
Nomes comerciais®: Norfloxacino (Unido Quimica, Sigma Pharma, Merck,
Medley, Biosintética), Noroxin, Respexil, Floxacin (Merck), Flox (Hexal), Floxinol
(Millet Roux), Fluxapril (Laboris), Norf (Sigma Pharma), Norflurin (Cellofarm),
Norxacin (Globo), Uritrat (Libbs), Uroflox (Farmaion), Uroseptal (Bago), Uroxazol
(Bunker).

Categoria: Antimicrobiano

Descricao fisica: Po cristalino amarelo claro e odor caracteristico.

A estrutura quimica do norfloxacino esta representada na Figura 6.

Figura 6. Estrutura quimica de norfloxacino

N M

NO f

F COOH

! Farmacopeia Brasileira (2010)
2 Chemical Abstracts Service
® Dicionéario de Especialidades Farmacéuticas
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4.2  Substancia quimica dereferéncia (SQR)

A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada neste trabalho foi o
norfloxacino, padrdo secundario, teor declarado 100,00% (Lote: 1000003901; prazo de
validade 14/10/2012), gentilmente doada pela Unido Quimica (Pouso Alegre-MG).

4.3  Produto farmacéutico comprimido

Foram analisados comprimidos contendo 400 mg de norfloxacino (teor
rotulado), sob nome Norfloxacino (Lote: 1001549, prazo de validade mar¢o de 2012),
medicamento gentilmente doado e produzido pela Unido Quimica (Pouso Alegre-MG).

44  Matériaprima

A matéria prima (MP) utilizada neste trabalho foi o norfloxacino, teor declarado
100,00% (Lote: 1003004203, prazo de validade 28/11/2012), gentilmente doada pela
GALENA - Quimica Farmacéutica Ltda (Campinas-SP).

45  Padrdo Interno (Pl)

O padréo interno (PI) utilizado neste trabalho foi o cloridrato de moxifloxacino,

teor declarado 100,00%. Gentilmente doado pela Alcon (S&o Paulo-SP).

4.6  Micro-organismos

< Bacillus subtilis ATCC 9372 IAL 1027

< Kocuriarhizophila ATCC 9341 IAL 636

< Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 1AL 2150
< Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 1851

< Escherichia coli ATCC 10536 IAL 2393

4.7 Equipamentos e outros aparatos

< Aparelho de ponto de fuséo, Stuart Scientific Melting Point Apparatus SMP3;
< Aparato de Wood;

% Autoclave vertical, Phoenix®;

< Analisador de umidade por infra-vermelho, modelo 12000, Gehaka;

» Balanca analitica Mettler®, modelo H10;
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Banho de ultra-som, Unique®;

Coluna analitica Agilent® Zorbax Eclipse Plus C18, 150 x 4,6 mm, 5 pm;
Coluna analitica Luna C15 Phenomenex®, 150 x 4,6 mm, 5 um;

Cromatégrafo a liquido, Waters®, composto de bomba cromatografica gradiente
binaria Waters 1525, injetor manual Rheodyne Breeze 7725i e detector UV-Vis
Waters 2487; e Waters®, composto de bomba cromatogréfica gradiente binaria
(Alliance 2695), desgaseificador online (DGU-14A, Shimadzu), injetor
automatico e detector DAD (DAD 996, WAT-0S-PDA);

Cubetas de quartzo 10 mm de caminho éptico;

Difratdmetro de raios-X, modelo D5000, Siemens;

Dissolutor Vankel®, modelo VK 6010;

Equipamento de analise térmica, TA Instruments®, modelo DSC-TA2920, TG-
TA 2920;

Equipamento de Eletroforese Capilar, modelo G 1600A, Agilent Technologies,
Waldbrom, Alemanha.

Espectrofotdmetro UV/VIS, Shimadzu®, modelo UVmini-1240;
Espectrofotdmetro Beckman modelo MA 420;

Espectrofotometro, FTIR, modelo Prestige 21, Shimadzu,

Espectrdbmetro de massas do tipo ion-trap Bruker Avance Il (Bremen,
Alemanha);

Estufa bacteriolégica, Odontobras®, modelo ECB1.2;

Estufa de esterilizagdo, Nova Etica®;

Incubadora Shaker, Marconi®, modelo MA420;

Membranas de nylon com 0,45 pm de didmetro de poro, Sartorius®;

Microscdpio eletrénico, modelo JSM-7500F, JEOL.

Micropipetas, Boeco®;

Peagdmetro digital, Micronal®, modelo B474;

Placas de sflica-gel 60 Fass (20 X 20 cm), com espessura de 0,20 mm, Alugram®
Sil G/UVsy;

Seringa, Hamilton®;

Revestidor por crepitacdo Bal-Tec, modelo SCD050.
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4.8  Solventes e reagentes

< Acetato de etila (Merck-Alemanha);

< Acetonitrila grau HPLC (J.T. Baker - EUA);

< Acetona (Merck-Alemanha);

% Acido bérico (Merck — Alemanha);

+ Acido acético grau HPLC (J.T. Baker- EUA);

% Acido acético (Merck-Alemanha);

% Acido cloranilico (Merck-Alemanha) ;

% Acido cloridrico (Synth-Brasil);

<+ Acido fosférico (Synth — Brasil);

% Agua ultrapura (Milli-Q);

% B-ciclodextrina (Roquete-Argentina)

< Borato de sodio (J.T. Baker - EUA);

< Butanol (Synth-Brasil);

% Cloreto de sddio (Vetec — Brasil);

% Cloroférmio (Merck-Alemanha);

< Cloridrato de Moxifloxacino (Sigma Pharma — Brasil);
< Diclorometano (Merck-Alemanha);

< Etanol (Synth-Brasil);

% Eter etilico (Merck-Alemanha);

< Fosfato de sddio monobasico (J.T. Baker — EUA);
< Fosfato de sodio dibasico (J.T. Baker - EUA);

< Hexano (Synth-Brasil);

< Hidroxido de amdnio (Synth-Brasil);

< Hidrdxido de sédio (Synth-Brasil; Spectrum, EUA);
< Isopropanol (Synth-Brasil);

< Meio de cultura: agar Casoy (Acumedia - EUA);
< Meio de cultura: brain heart infusion BHI (Acumedia - EUA);
< Metanol (Merck-Alemanha);

< Metanol grau HPLC (J.T. Baker- EUA);

< Peroxido de hidrogénio (Synth-Brasil);

< Tris (J.T. Baker — EUA).
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5.1 Introducao

O controle de qualidade € uma etapa indispensavel para as analises qualitativas e
quantitativas de uma substancia quimica de referéncia e/ou produto farmacéutico, sendo
este um conjunto de medidas destinadas a garantir a qualquer momento, durante o
processo de fabricacdo, a producdo de lotes de medicamentos, tendo em vista o
atendimento das normas sobre atividade, pureza, eficacia e inocuidade (ICH, 2005).

Para se ter certeza de que todos os lotes de um medicamento tém eficacia e
inocuidade semelhantes, é essencial estabelecer especificagdes adequadas para esse
medicamento e suas diversas formas farmacéuticas. Deste modo pode-se obter a
qualidade necesséaria cumprindo as especificacdes existentes. Na realidade, uma vez
estabelecidas a eficécia e inocuidade de um medicamento que ja é comercializado, sua
qualidade se avalia mediante testes de identidade e determinando sua atividade, sua
pureza e algumas outras caracteristicas (WHO, 2011).

Com o controle de qualidade visa-se fabricar produtos de determinada qualidade,
de forma sistematica e uniforme. Por conseguinte, sdo considerados os fatores do
controle de qualidade que determinam a aceitagdo ou rejeicdo, durante o processo de
fabricacdo ou depois deste, dos componentes de um produto ou de suas diversas formas.
Com relacdo a isso, os fatores mais importantes sdo as especificacdes de qualidade do
produto e a vigilancia da producéo (WHO, 2011).

A andlise qualitativa possui como finalidade a identificagdo de matéria prima ou
de determinado componente de um produto. No entanto, a validade desses ensaios
classicos depende, basicamente, da sua especificidade ou seletividade, devendo ser
confiavel, de baixo custo e de facil realizacdo, sendo essas as vantagens dos métodos
qualitativos realizados neste trabalho (PEIXOTO et al., 2005, MORENO &
SALGADO, 2010).

5.2  Caracteristicas organol épticas de norfloxacino SQR

5.2.1 Método

Analisou-se o norfloxacino SQR visualmente em relacédo ao aspecto, cor e odor.
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5.2.2 Resultados e discussao

O norfloxacino SQR apresenta-se sob forma de po6 cristalino, com odor

caracteristico e cor amarelo claro.

5.3  Caracteristicas fisicas do norfloxacino comprimidos

5.3.1 Método

Os comprimidos integros foram analisados, para descricdo de suas

caracteristicas apresentadas, tais como aspecto, superficie, odor e cor.

5.3.2 Resultados e discussdo

Os comprimidos de norfloxacino apresentam coloracdo branca, superficie polida

de ambos os lados (opaca) (Figura 7).

Figura 7. Comprimido integro de norfloxacino

5.4  Determinacéo do peso médio dos comprimidos de norfloxacino

O teste se aplica a formas farmacéuticas sélidas, os comprimidos sdo pesados em
balanca analitica adequada.

Segundo a Farmacopeia Brasileira (FB 5, 2010), admite-se ndo mais que duas
unidades em desacordo com o estabelecido, porém, nenhuma podera estar acima ou
abaixo do dobro das porcentagens indicadas. Na Tabela 7 sdo apresentados os limites de

variages permitidos para formas farmacéuticas dos comprimidos em geral.

Lucas Chierentin



Andlise Qualitativa 74

Tabela 7. Variacao de peso de comprimidos segundo a Farmacopeia Brasileira (2010)

Formas farmacéuticas em Peso médio (mQ) Limites de variacao (%)

dose unitéria

Comprimidos néo revestidos até 80 ou menos +10,0
ou revestidos com filme

comprimidos efervescentes,  mais que 80 e menos que 250 +75
comprimidos sublinguais
comprimidos vaginais e 250 ou mais +50

pastilhas

Para comprimidos contendo peso médio acima de 250 mg, a variacdo de peso

permitida é £ 5,0%.

54.1 Meétodo

A determinacdo do peso médio foi realizada conforme a Farmacopeia Brasileira
(2010). Foram pesados, individualmente, 20 comprimidos em balanca analitica,

escolhidos aleatoriamente do mesmo lote.
5.4.2 Resultados e discussdo

A Tabela 8 relaciona o peso individual de vinte comprimidos com peso médio e

0 desvio padrdo relativo.
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Tabela 8. Relacdo do peso individual dos comprimidos de norfloxacino, o peso médio e
0 respectivo desvio padréo relativo

Comprimido  Peso individual Peso médio Desvio Desvio padrao
(mg) (mg) padrao relativo (%o)
1 697,4
2 701,1
3 699,0
4 707,6
5 705,7
6 698,0
7 703,9
8 696,5
9 706,4
10 694,5 701,37 4,79 0,68
11 701,4
12 700,5
13 704.,6
14 709,0
15 698,1
16 705,7
17 693,3
18 707,9
19 701,6
20 695,3

A Figura 8 ilustra a variacao de peso dos vinte comprimidos de norfloxacino.
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Figura 8. Variagédo de peso dos vinte comprimidos de norfloxacino
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As variagdes de peso dos comprimidos de norfloxacino encontram-se dentro dos
limites pré-estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (2010), nenhum fora do peso
méximo 736,43 mg e peso minimo 666,30 mg. O desvio padrdo relativo (DPR)
apresentou valor de 0,68% encontrado dentro das especificagcdes menor que 5%.

5.5  Determinacgao da faixa de fusdo

A faixa de fusdo é um ensaio realizado para a determinacdo de pureza de
compostos, onde se observa a temperatura inicial de fusdo, correspondente ao
aparecimento das primeiras goticulas na parede do tubo capilar, e a temperatura
correspondente a total fluidificacdo da amostra. A rapidez, simplicidade e o baixo custo
do teste sdo algumas vantagens da aplicacdo da medida da faixa de fusdo (NERY et al.,
2008).

5.5.1 Método

A temperatura da faixa de fusdo de NOR-SQR e norfloxacino comprimidos
foram determinadas utilizando-se um aparelho de fusédo e iniciou-se o0 aquecimento a
temperatura de 10 °C/min. Uma pequena quantidade de NOR-SQR e/ou norfloxacino
comprimidos foram dessecadas previamente durante 24 horas em estufa a 105 °C.
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Foram introduzidas em capilares, quantidades suficientes para preencher
aproximadamente 8,00 mm de altura, fechando-se uma de suas extremidades e inseridos
na ceélula de aquecimento. Durante o aquecimento foi observada a faixa de fuséo, onde a
substancia tornou-se totalmente liquida, foi definida como final da fuséo ou o ponto de

fusdo (FB 5, 2010). Foram realizadas trés determinagdes.

5.5.2 Resultados e discussao

A Tabela 9 mostra o valor da especificacdo e a faixa de fusdo de NOR-SQR

realizados trés determinagdes.

Tabela 9. Valores da faixa de fusdo obtidos para norfloxacino SQR e comprimidos

Substancia Especificacio” SQR Comprimidos

Norfloxacino 220-221°C 218,0-220,0°C  218,0-220,0°C
218,0-220,0°C  218,0-220,0°C
219,0-220,0°C  218,0-220,0°C

Média: 218,33 -  Media: 218,00 —
220,00 °C 220,00 °C

TIndex Merck (O"NEIL, 2006)

A literatura descreve a faixa de fuséo de norfloxacino entre 220,0 — 221,0 °C
(O"NEIL, 2006). Os dados obtidos nestas analises tiveram como faixa de fusdo média
de 218,33 a 220,00 °C da NOR-SQR e 218,00 a 220,00 °C para norfloxacino
comprimidos, estando de acordo com a especificacdo do Index Merck (2006). Esta é
uma técnica fisico-quimica de facil execucdo e muito atil na identificacdo de farmacos,
no entanto, para complementacdo da analise é necessario a execucdo de testes

complementares.

5.6 Anélise térmica de norfloxacino

A caracterizacdo de farmacos e produtos farmacéuticos pelos métodos
termoanaliticos vem sendo amplamente utilizada. Mesmo ndo constituindo técnicas
oficiais, sdo muitos os trabalhos que se utilizam dessas metodologias como alternativas
na caracterizacdo e controle de qualidade de materiais farmacéuticos (BOND et al.,
2002; SALGADO et al., 2005; RODRIGUES et al., 2005; OLIVEIRA et al., 2011).
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A andlise térmica abrange um grupo de técnicas nas quais uma propriedade
fisica de uma substancia e/ou seus produtos de reacdo é medida como funcdo da
temperatura, enquanto a substancia é submetida a um programa controlado de
temperatura (OLIVEIRA et al., 2011).

A Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) é uma técnica termoanalitica na
qual se mede a energia fornecida a amostra e a um material de referéncia termicamente
inerte, ou mesmo um cadinho vazio, a medida que ambos vao sendo aquecidos ou
resfriados em um calorimetro. Na DSC se mede a diferenga de temperatura entre a
amostra e o material de referéncia. Usualmente, o material de referéncia adotado é a
alumina. A curva resultante na DSC, denominada tecnicamente de curva DSC, é um
grafico que relaciona quantidade de calor ganhado ou perdido durante um intervalo de
tempo (IONASHIRO, 2005).

A Termogravimetria (TG) é a técnica utilizada para medir as variacdes de massa
de uma amostra durante o aquecimento, resfriamento ou quando mantida em
temperatura especifica. Os principais itens medidos nesta técnica sdo: evaporacao,
sublimacdo, decomposicdo, oxidacdo, reducdo, adsorcdo e dessor¢cdo de géas
(IONASHIRO, 2005).

A analise térmica tem sido empregada historicamente nas areas de pesquisa e
desenvolvimento no campo farmacéutico, de alimentos, substancias organicas e
inorganicas. Atualmente a analise térmica é utilizada em aplicacBes préticas, por
exemplo, em controle de qualidade de produgéo, controle de processo e inspegéo de
materiais, de todas as areas, fornecendo informacdes referentes a estabilidade térmica e
a pureza da substancia (OLIVEIRA et al., 2011).

5.6.1 Meétodo

As curvas de DSC e TG de NOR-SQR e norfloxacino comprimidos foram
obtidas com DSC/TA 2920. O equipamento utilizado na analise termogravimétrica é
basicamente constituido por uma microbalanca, um forno, termopares e um sistema de
fluxo de gas. A massa da SQR para DSC foi de 0,810 mg e a massa para TG foi de
0,955 mg, para o produto farmacéutico a massa para o DSC foi de 0,820 mg e a massa
para TG foi 1,347 mg colocadas em cépsulas de aluminio parcialmente fechadas, com
razdo de aquecimento de 10 °C/min, na faixa de temperatura de 25 °C até 350 °C,
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atmosfera dinamica de nitrogénio com vazao de 70 mL/min, suporte de Al,O3. Os dados
obtidos foram analisados e processados através do software TA Instruments Universal
Analysis 2000. Antes dos ensaios verificou-se a calibracdo do instrumento empregando-

se uma amostra de oxalato de calcio monoidratado com perdas de massas definidas.

5.6.2 Resultados e discussao

O NOR-SQR foi caracterizado termicamente através de DSC e TG. A curva
DSC do NOR-SQR (Figura 9) demonstra um primeiro evento endotérmico, na faixa de
temperatura de 100 °C a 150 °C, caracterizando o inicio da perda de agua, o segundo
evento endotérmico na faixa de fusdo de temperatura de 220,0 °C a 230 °C
caracteristico da fusdo da substancia, evidenciando sua presenca. O norfloxacino
apresenta-se como po6 cristalino branco a amarelo claro com faixa de fuséo
(decomposicdo) em 220 — 221 °C. A curva TG do NOR-SQR (Figura 9) apresenta dois
eventos endotérmicos bem definidos. O primeiro evento ocorre entre 25,0 e 150,0 °C,
evidenciando uma perda de 4gua bem definida 9,00% e o segundo e Ultimo evento esta
relacionado & carbonizagdo ocorrendo na faixa de 150,0 e 300 °C, todo o composto é

carbonizado.

Figura 9. Curva de DSC e TG de norfloxacino SQR. Atmosfera de nitrogénio (vazédo de

70 mL/min): programacéo de 0 a 300 °C com razédo de aquecimento de 10 °C/min
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A amostra de norfloxacino comprimidos foi caracterizada termicamente através
de DSC e TG. A curva DSC do norfloxacino comprimidos (Figura 10) demonstra um
primeiro evento endotérmico, na faixa de temperatura de 175,0 °C a 180,0 °C,
caracterizando o inicio da fusdo de algum excipiente do comprimido, o segundo evento
endotérmico na faixa de fusdo de temperatura de 220,0 °C a 230,0 °C caracteristico da
fusdo da substancia norfloxacino, evidenciando sua presenca. A curva TG do
norfloxacino comprimidos (Figura 10) apresenta dois eventos endotérmicos bem
definidos. O primeiro evento ocorre entre 25,0 e 160,0 °C sugerindo uma perda de agua
0,94% e o segundo e ultimo evento esté relacionado & carbonizacdo ocorrendo na faixa

de 160,0 e 300 °C, onde todo o composto é carbonizado.

Figura 10. Curva de DSC e TG de norfloxacino comprimidos. Atmosfera de nitrogénio
(vazdo de 70 mL/min): programacédo de 0 a 300 °C com razdo de aquecimento de 10

°C/min
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Quando a faixa de fusdo da substancia em analise € muito grande, isso pode
significar que a substancia seria impura, 0 que, ndo é o caso da andlise apresentada

acima.
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5.7  Determinacdo de Umidade

A umidade € um importante fator e esta diretamente relacionada com o sucesso
terapéutico do tratamento. Pesquisas mostram que o processo de fabricagdo e a maneira
como os medicamentos sdo embalados e armazenados, assim como as condic¢des de
transporte, influenciam na umidade do produto farmacéutico e caso ndo sejam
devidamente padronizados, estes fatores podem influenciar tanto na velocidade, quanto
na quantidade de farmaco absorvido (BERGGEEN, 2004).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), a expressdo “dessecacdo até
peso constante” significa que a secagem deve prosseguir até que duas pesagens
consecutivas ndo difiram em mais de 0,5 mg por grama da substancia em exame, sendo
que a segunda pesagem deve ser efetuada apds uma hora de secagem adicional nas

condicdes especificas.

5.7.1 Método

O equipamento para determinacdo de umidade por utilizacdo de radiacéo
infravermelho é composto por uma balan¢a que possui acoplada uma fonte de radiacao.
Para a realizacdo da analise, aproximadamente 1 g da amostra foi aplicada em um
suporte (prato de aluminio) previamente tarado, € a massa inicial foi registrada. Em
seguida iniciou-se o processo de radiacdo sobre a amostra durante 1 hora por 105 °C, e a
massa final (peso constante) apds o processo foi novamente registrada. As analises
foram realizadas em triplicata (FB 5, 2010; BP, 2011).

5.7.2 Resultados e discussao

Na Farmacopeia Britanica (2011), a porcentagem de umidade para norfloxacino
matéria-prima em 1 g deve ser menor que 1%, o valor de porcentagem de umidade para
norfloxacino comprimido ndo existe na literatura. Os resultados do teor de umidade para

norfloxacino comprimidos estdo apresentados na Tabela 10.
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Tabela 10. Valores do teor de umidade da amostra de norfloxacino comprimidos

Ensaio Peso () Umidade (%)
1 1,043 3,3
2 1,123 2,2
3 1,142 2,8
Média 2,7

O teor de umidade para norfloxacino comprimidos ndo estd descrito na
literatura, e de acordo com Prista e colaboradores (2002) o teor de umidade para
comprimidos deve ser menor que 3%. O teor de umidade (2,7%) encontrado para

norfloxacino comprimidos esta dentro do limite.

5.8  Espectrofotometria de absorcao na regido de infravermelho

No espectro eletromagnético, a regido do infravermelho esta localizada entre as
regides do visivel e de micro-ondas 0,78 a 1000 um, o que equivale aos nimeros de
onda de 12900 — 10 cm™. A faixa de maior uso est situada entre 4000 — 400 cm™,
correspondente ao infravermelho médio (MIR — medium infrared). Apesar disso, €
verificado um grande interesse nas regides do infravermelho préximo (14290 — 4000
cm™) e do infravermelho distante (700 — 200 cm™) (SILVERSTEIN e WEBSTER,
2000).

A espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho € uma das técnicas
qualitativas mais utilizadas na identificacdo das fungdes quimicas. Através dos
diferentes modos vibracionais gerados por grupos funcionais ao absorverem radiacdo na
regido do infravermelho em comprimentos de onda caracteristicos sendo possivel
determinar o grupo funcional existente na substancia em analise (SILVERSTEIN e
WEBSTER, 2000).

5.8.1 Método

Os espectros foram obtidos em espectrofotdometro IR, marca Shimadzu, pesando-
se 1,0 mg de NOR-SQR e norfloxacino comprimidos sendo ambos dessecados
previamente durante 30 minutos a 60,0 °C, utilizando-se dispersdao de 150 mg de

brometo de potassio (KBr) dessecado a 105 °C para confeccdo das pastilhas.
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5.8.2 Resultados e discussdo

Os espectros obtidos com NOR-SQR e norfloxacino comprimidos (Figuras 11 e
12) estéo de acordo entre si, ndo mostrando presenca de impurezas ou de degradacgéo da
amostra, ja que os picos obtidos em ambas as substancias sdo quase idénticas. A Figura
13 mostra os espectros sobrepostos (SILVERSTEIN et al., 2000; BP, 2011).

Figura 11. Espectro de absorgdo de infravermelho de norfloxacino SQR
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Figura 12. Espectro de absorcéo de infravermelho de norfloxacino comprimidos
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Figura 13. Sobreposicdo dos espectros na regido do infravermelho de norfloxacino
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O espectro de absorcdo na regido de infravermelho apresentou bandas de
absorcéo caracteristicas de compostos de fluorquinolonas, tais como: a banda proximo a
3500 cm™ pode ser atribuida & vibragdo do grupo NH, a banda larga na regido de 3368 a
3200 cm™ pode ser atribuida as vibracdes de deformacao axial dos grupos OH, enquanto
que em 2973 cm™ aparecem as bandas de deformacéo da carboxila (COOH) ligada ao
C3 que aparece na regido entre 1747 e 1730 cm™ e a banda da carbonila conjugada (CO,
estrutura a,p—insaturada) em C4, que aparece entre 1653 e 1612 cm™. A banda em 1484
cm™ pode ser atribuido ao anel quinolino e estiramento C-N e em 1250 cm™ estiramento
de C-F. O espectro do placebo ndo apresentou bandas caracteristicas do padrdo e

amostra.
59  Espectrofotometria de absorcéo na regido do visivel

A espectrofotometria na regido do visivel e ultravioleta é um dos métodos
analiticos mais usados nas determinagfes analiticas em diversas areas, podendo ser
aplicada para determinagfes de compostos organicos e inorganicos. Tais métodos sdo
amplamente utilizados em laboratdrios de controle de qualidade, devido principalmente

a sua facilidade de execucao e ao seu baixo custo operacional (ASLAN et al., 2010).
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Para que determinado farmaco possa ser analisado por essa técnica, 0 mesmo
deve possuir grupamentos cromaéforos e ter absorvidade adequada em dado solvente. Os
métodos espectrofotométricos para fins qualitativos e quantitativos devem ser livres de
interferéncia do solvente, de impurezas ou de excipientes.

A 52 edicdo da Farmacopeia Brasileira (2010) recomenda a espectrofotometria
na regido do visivel tanto para substancias naturalmente coradas como para aquelas que
podem sofrer reacdo quimica, em que se forma estequiometricamente uma substancia

corada.

Reacdo com acido cloranilico

As reacOes de transferéncia de carga vém sendo empregadas ha alguns anos para
determinacdo espectrofotométrica de diferentes substancias ativas presentes em
medicamentos (ASLAN et al., 2010). Estes métodos exploram o carater basico de
alguns farmacos que, devido a esta caracteristica, sdo excelentes doadores de elétrons.

A estrutura do &cido cloranilico (2,5-dicloro-3,6-diidréxi-1,4-benzoquinona) é
composta por atomos doadores de elétrons n ligantes, que interagem com 0s elétrons n.

Apesar de sua simplicidade, a espectrofotometria na regido do visivel requer a
escolha de reacBes adequadas, visto que a formagdo do produto colorido € uma etapa
fundamental para o sucesso da metodologia. No caso do norfloxacino, o &cido
cloranilico forma um complexo por transferéncia de cargas (Figura 14) de cor pdrpura

que pode ser medido espectrofotometricamente (LIMING et al., 2003).

Figura 14. Complexo norfloxacino — &cido cloranilico
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O norfloxacino é um composto nitrogenado que age como n doador para o ©

aceptor acido cloranilico.
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Na reagdo entre o norfloxacino e o &cido cloranilico, a cor purpura é alcancada
imediatamente a intensidade méxima em temperatura ambiente e permanece estavel por

30 minutos.

5.9.1 Método

5.9.1.1 Preparo da solugéo de norfloxacino SQR

Sistematicamente foram pesados 25 mg de norfloxacino SQR em balanca
analitica, sendo transferidos com auxilio de metanol a bal&do volumétrico &mbar de vidro
devidamente calibrado com capacidade de 50 mL. A solucdo foi mantida em
equipamento de ultra-som por 30 minutos para garantir total dissolucdo, finalmente
completando-se o volume com metanol, para obtencdo de solucdo de norfloxacino SQR
de concentragédo final de 500 pg/mL. Posteriormente, esta solugdo foi mantida em
banho-maria a 60 °C durante 3 minutos e filtrou-se a solucdo utilizando-se papel de

filtro quantitativo.

5.9.1.2 Preparo do reagente acido cloranilico 0,1%

Foram transferidos 50,0 mg de &cido cloranilico para baldo volumétrico de 50,0
mL com auxilio de acetonitrila. Levou-se ao ultra-som por 30 minutos para garantir a
dissolucdo e completou-se com acetonitrila, obtendo-se o reagente com concentracao
final de 0,1%.

5.9.1.3 Procedimento do método

Em baldo volumétrico ambar de 5 mL adicionou-se uma aliquota de 1,2 mL da
solucdo mae de norfloxacino SQR (se¢do 5.9.1.1) em metanol com concentracdo de 500
ug/mL, em seguida 1,0 mL do reagente &cido cloranilico 0,1% foram adicionados e o
volume do baldo foi completado com acetonitrila para obtencdo de solucdo com
concentracdo final de 120,0 pg/mL. A leitura foi realizada no mesmo momento em
espectrofotbmetro contra branco preparado da mesma forma, exceto pela adicdo do

farmaco.
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5.9.1.4 Teste para Cloreto

Em tubo de ensaio contendo solucdo apresentada na secdo 5.9.1.3, foram

adicionados gotas de nitrato de prata 0,1 N.

5.9.2 Resultados e discussdo

A Figura 15 mostra a absor¢éo obtida para a solucdo de norfloxacino SQR com
concentracdo de 120,0 ug/mL, na regido do visivel, utilizando acido cloranilico como
reagente. O comprimento de onda maximo obtido que caracteriza este farmaco nesta

reacdo foi 520 nm.

Figura 15. Espectro de absorcao da solucdo de norfloxacino SQR com concentracdo de

120,0 pg/mL, na regido do visivel, utilizando &cido cloranilico como reagente

O teste para cloreto foi realizado para comprovar se a reacdo do norfloxacino
com o 4&cido cloranilico é uma reacdo de transferéncia de cargas. Tal fato foi
evidenciado ap0s a adi¢do de gotas de nitrato de prata 0,1 N na solu¢do da secdo 5.9.1.3,
de coloragdo purpura. Apds a adicdo da solucdo de nitrato de prata 0,1 N, a coloracdo
purpura permaneceu constante, indicando entdo que a reacdo € de transferéncia de

cargas, pois a mesma nao ficou branca com precipitado.

5.10 Cromatografia em camada delgada (CCD)

A cromatografia em camada delgada (CCD) consiste na separagdo dos

componentes de uma mistura através da migracdo diferencial sobre uma camada

Lucas Chierentin



Andlise Qualitativa 88

delgada de adsorvente retido sobre uma superficie plana. O processo de separagdo esta
fundamentado, principalmente, no fenémeno de adsor¢édo (FB 5, 2010).

5.10.1 Método

Foram utilizadas cromatofolhas de silica-gel 60 Fs4 (20 x 20 cm), com
espessura de 0,20 mm, adquiridas comercialmente e ativadas a 105 °C por uma hora.
Pesaram-se 10,0 mg de norfloxacino SQR que foram transferidos para baldo
volumétrico ambar de 25,0 mL, completando-se o volume com metanol, para obtencéo
da solucdo com concentracdo final de 400,0 pg/mL. Parte desta solucdo foi exposta a
luz UVC (254 nm, 200 W h m™) direta para degradagdo. A partir do peso médio dos
comprimidos de norfloxacino pesaram-se 17,53 mg e transferiu-se para baléo
volumétrico de 25,0 mL com o auxilio de metanol. Levou-se ao ultra-som por 30
minutos para garantir total dissolucdo; esta solucdo foi filtrada em papel de filtro
quantitativo, obtendo-se solugdo na concentragcdo de 400,0 pg/mL. Foram testados os
seguintes sistemas de fases mdveis com soluc@es de norfloxacino SQR.
Sistema 1: &cido acético 5%: metanol: acetonitrila (10:5:5, v/v/v)
Sistema 2: 4cido acético 5%: metanol: diclorometano: agua (1:3:3:3, v/v/v/v)
Sistema 3: diclorometano: metanol: hidroxido de amonio (6:4:2, v/vIv)
Sistema 4: diclorometano: metanol: hidroxido de amdnio: acetonitrila (4:4:2:1, vIvVIvIv)
Sistema 5: diclorometano: metanol: hidroxido de amdnio: acetonitrila (6:4:2:1, v/IVIvIv)

Sistema 6: metanol: hidréxido de aménio (8:3, v/v)

Solugdes de NOR-SQR e amostra foram degradadas em luz UVC (254 nm, 200
W h m) por 68 dias em placa de silica gel e entdo analisadas pelo sistema 6.

Apo0s a saturacdo da cuba com o sistema de fase movel, preparou-se a placa
colocando-se 25,0 pL das solugbes de norfloxacino SQR, comprimidos e amostras
degradadas para as placas procedendo-se a CCD.

Apbs a migracdo da fase movel, a placa foi retirada da cuba de vidro, até o
solvente evaporar. As placas foram reveladas na camara UV, para a comparagdo das
manchas quanto a forma, posicao e tamanho. Foi determinado o Rf do f&rmaco em cada

analise.
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5.10.2 Resultados e discussdo

As fases moveis foram testadas de acordo com as caracteristicas de polaridade
do norfloxacino e de sua solubilidade, além da verificagdo de fases moveis para outras
fluorquinolonas.

A Figura 16 mostra a placa cromatografica com o melhor sistema de fase mével
composto por metanol: hidroxido de aménio (8:3, v/v), com Rf de 0,55 para NOR-SQR

e comprimidos.

Figura 16. Cromatografia em camada delegada, sistema metanol:hidroxido de amonio
(8:3, v/v), com as respectivas manchas de retengdo norfloxacino SQR (P) e
comprimidos (A): Rf = 0,55

A Figura 17 ilustra placa cromatografica (sistema: metanol: hidroxido de amonio
(8:3, v/v)) com os produtos de degradacéo e seus respectivos Rfs: manchas de retencao
P (NOR-SQR) e A (Amostra): 0,55 e 0,56; 1 (NOR-SQR degradado) e 2 (Amostra
degradada): 0,74 e 0,74.
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Figura 17. Cromatografia em camada delegada, sistema metanol:hidréxido de aménio
(8:3, v/v), com as respectivas manchas de retencdo P (NOR-SQR) e A (AMOSTRA):
0,55 e 0,56; 1 (NOR-SQR degradado) e 2 (amostra degradado): 0,74 e 0,74

A técnica de CCD foi empregada com o objetivo de identificar o NOR-SQR e
comprimidos e também distinguir norfloxacino de seus produtos de degradacéo,
utilizando um sistema de solvente simples. Devido a presenca de ligacGes simples,
ligacbes conjugadas e do fluor na molécula do norfloxacino pode ser revelado
utilizando-se luz UVC. De acordo com a Figura 18 pode-se observar que foram
separados os produtos de degradacdo comparando-se os Rfs apresentados anteriormente.

Na literatura é descrito uma metodologia complexa tanto para o preparo da
amostra quanto para o sistema de solvente empregado (FB 5, 2010). Sendo assim a
CCD apresenta-se como uma ferramenta de facil execucdo e compreenséo, versatil e de
baixo custo. O método por CCD desenvolvido demonstrou ser adequado para a
identificacdo de produtos de degradacdo utilizando o sistema metanol:hidroxido de

amonio (8:3, v/v).

5.11 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Nas industrias farmacéuticas, quimicas, alimenticias, refinarias, petroquimicas,
laboratérios de analises clinicas, ambiental, forense, entre outros, frequentemente é
necessario separar, isolar, purificar, identificar e quantificar os componentes de misturas

muitas vezes bastante complexas.
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A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) é uma das técnicas
analiticas mais empregadas pelas industrias farmacéuticas para andlise de teor e de
impurezas organicas (BONFILIO et al.,, 2012). Em uma analise de farmacos faz-se
necessaria a comparacao dos tempos de retencdo da amostra e da respectiva SQR para
confiabilidade dos resultados, obrigatoriamente se as substancias sdo idénticas devem

apresentar o mesmo tempo de retencdo nas mesmas condigdes de analise.

5.11.1 Método

511.1.1 Preparo da solugédo de norfloxacino SQR

Foram pesados 12,5 mg de norfloxacino SQR e transferidos para baldo
volumeétrico ambar de 25 mL, cujo volume foi completado com fase mével (solugédo de
acido acético 5%: metanol (80:20 v/v)). Para a obtencdo de solugdo com concentragdo
de 500,0 pg/mL, levou-se a solucdo ao ultra-som por 30 minutos. Aliquotas desta
solucdo foram transferidas para balGes volumétricos @mbar de 10 mL e completou-se o
volume até o menisco com agua purificada para gerar solugdes com a concentracgdo final

requerida.

511.1.2 Preparo da solucao de norfloxacino comprimidos

Partiu-se do peso medio de 20 comprimidos de norfloxacino, pesou-se o
equivalente a 21,91 mg do p6 dos comprimidos em balanca analitica, sendo transferidos
com o auxilio de fase mdvel (solugdo de &cido acético 5%: metanol (80:20)) a baldo
volumétrico ambar de vidro devidamente calibrado com capacidade de 25,00 mL. A
solucdo foi mantida em equipamento de ultra-som por 30 minutos para garantir total
dissolucdo do farmaco. Filtrou-se a solucdo com papel filtrante quantitativo.
Finalmente, completou-se o volume com fase mdvel, obtendo-se uma solucdo de
norfloxacino comprimidos com concentracdo final de 500,0 pug/mL. Aliguotas desta
solucdo foram transferidas para baldes volumétricos ambar de 10 mL para gerar
solucdes com a concentracdo final requerida e completada até o menisco com agua

purificada.
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5.11.1.3 Procedimento do método

Prepararam-se solucbes de norfloxacino SQR (se¢do 5.11.1.1) e norfloxacino
comprimidos (se¢do 5.11.1.2) na concentragdo de 500 pg/mL; a partir destas solugdes
foram preparadas solucBes na concentracdo de 22,0 ug/mL. Os cromatogramas foram
obtidos no comprimento de onda de 277 nm, utilizando coluna Eclipse Plus C18
Agilent® Zorbax, (150 mm x 4,6 mm, 5 pm) e solucéo de 4cido acético 5% v/v: metanol

(80:20, v/v) como fase mdvel na vazdo de 1,0 mL/min.

5.11.2 Resultados e discussao

O cromatograma tipico obtido pelo método proposto, demonstrando a resolucéo
e a simetria do pico correspondente ao NOR-SRQ e comprimidos é mostrado na Figura
18. O tempo de retencdo para ambas as amostras de 5,7 minutos permitiu rapida
determinacdo do farmaco, possibilitando a sua aplicagcdo em controle de qualidade.

Figura 18. Sobreposicdo de cromatogramas de norfloxacino SQR (P) e norfloxacino
comprimidos (A), nas mesmas concentragdes (22,0 ug/mL), para identificacdo pelo
método CLAE Fase movel: solugdo de acido acético 5 %: metanol (80:20, v/v). Fase

estacionaria: coluna Eclipse Plus C18 Agilant® Zorbax, (150 mm x 4,6 mm, 5 pm)

T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 4.00 S.00 £.00 T.00 &.00 9.00 10.00
hinLtes
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5.12 Eletroforese capilar (EC)

A eletroforese capilar é uma poderosa técnica de separacdo amplamente utilizada
na investigacdo e desenvolvimento, controle de qualidade e estudos de estabilidade de
produtos farmacéuticos que, conforme aponta Ahuja (2008), inclui a simplicidade e
analise rapida, possuindo Otimos mecanismos de seletividade e baixo custo. A
implementacdo de eletroforese capilar pode contribuir muito para o desenvolvimento na
validacdo de um novo desafio analitico ndao aplicavel por outras técnicas.

Este procedimento foi desenvolvido no Laboratério de Quimica Analitica da
Universidade de S&o Paulo (USP), da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto, supervisionado pela Professora Dr? Pierina Sueli Bonato.

5.12.1 Método

512.1.1 Preparo da solucao de norfloxacino SQR

Foram pesados 12,5 mg de norfloxacino SQR e transferidos para baldo
volumeétrico ambar de 25 mL, adicionou-se 5,0 mL de NaOH 0,1 M e levou-se a solucéo
ao ultra-som por 30 minutos. Posteriormente, o volume foi completado com &agua
purificada, para a obtencdo de solugdo com concentracdo de 500,0 ug/mL. Aliquotas
desta solucdo foram transferidas para bal6es volumétricos ambar de 10,0 mL,
completando-se até o menisco com &gua purificada para gerar solucbes com a

concentracgéo final requerida.

512.1.2 Preparo da solugéo de moxifloxacino padr&o interno

Foram pesados 12,5 mg de moxifloxacino Padrdo Interno (MOX-PI) e
transferidos para baldo volumétrico &mbar de 25 mL, adicionou-se 5,0 mL de NaOH 0,1
M e levou-se a solugdo ao ultra-som por 30 minutos. Posteriormente, o volume foi
completado com &gua purificada, para a obtencdo de solucdo com concentracdo de
500,0 pg/mL. Aliquotas desta solucdo foram transferidas para baldes volumétricos
ambar de 10,0 mL, completando-se até o menisco com agua purificada para gerar

solugdes com a concentracao final requerida.
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5.12.1.3 Procedimento do método

Antes do uso, o capilar foi acondicionado da seguinte maneira: NaOH 0,1 M (10
min), 4gua (10 min). Depois do uso o capilar foi lavado com NaOH 0,1 M (10 min) e
agua (10 min) e mantido com agua.

As solugbes de NOR-SQR (se¢do 5.12.1.1) e MOX-PI (se¢do 5.12.1.2) na
concentracdo de 500 pg/mL foram diluidas com &gua para o preparo de solucdes nas
concentragdes de 20,0 pug/mL.

As condigdes analiticas utilizadas no método estdo descritas na Tabela 11.

Tabela 11. Condigbes analiticas utilizadas no desenvolvimento do método por

eletroforese capilar

Parametro Descricéo

Capilar Silica fundida, com 48,5 cm de comprimento total

(40,0 cm efetivo), 75 um de didmetro interno

Eletrolito Tampdo tetraborato de sédio 30 mM pH 9,0
Tenséo aplicada 15 kV
Injecdo hidrodindmica 48 mBar/15 s
Deteccao/comprimento de onda DAD/277 nm
Pré-condicionamento (Flush) 2 min NaOH 0,1 M; 2 min H,0; 2 min eletroélito
Temperatura 25+ 1°C
Diluente das amostras Agua purificada

5.12.2 Resultados e discussdo

O eletroferograma de MOX-PIl e NOR-SQR com tempo de migracédo de 3,8 e 4,1
min respectivamente, na concentragdo de 20,0 ug/mL esta representado na Figura 19. O
PI1 foi utilizado para corrigir a variabilidade do volume de injecdo e tempo de migracao.

Para o desenvolvimento do método, foram testadas diferentes solugdes tampéo:
tampéo tetraborato de sodio (30, 50 e 75,0 mM pH 8,5), tampao tetraborato de sodio
(30, 50 e 75,0 mM pH 9,0), tampdéo fosfato de sodio (50 mM pH 8,5), tampdao fosfato de
potassio monobasico (50 mM pH 8,5) e tampao tris (50 mM pH 8,5). Apenas o tampao
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tetraborato de sddio 30 mM pH 9,0 forneceu resultados satisfatorios quanto a simetria
do pico, tempo de migracdo e estabilidade da linha de base para 0 NOR-SQR e MOX-
PI.

Figura 19. Eletroferograma de padrdo interno (Pl) moxifloxacino, NOR-SQR e
comprimidos

mal |

o PI b oo

Comprimidos

A identificagdo do analito presente na amostra analisada foi através do tempo de
migracao relativa ao padréo interno, uma vez que este € um parametro de identificacdo
mais robusto que a avaliacdo dos tempos de migracao de cada substancia isolada. A area
foi calculada através da razdo entre as areas do MOX-Pl e do NOR-SQR.

A eletroforese capilar € uma técnica interessante e uma alternativa na andlise de
produtos farmacéuticos devido a sua eficiéncia, flexibilidade, precisao e alta resolucao.
Além disso, utiliza volumes de amostra na ordem de nanolitros e baixo consumo de
solventes (Ahuja, 2008).
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6.1  Espectrofotometria de absorcéo na regido do visivel (VIS)

A espectrofotometria é o método de analise optico mais usado nas investigacdes
biolégicas e fisico-quimicas. O espectrofotdmetro é um instrumento que permite
comparar a radiacdo absorvida ou transmitida por uma solugdo que contém uma
quantidade desconhecida de soluto e uma quantidade conhecida da mesma substancia
(ASLAN et al., 2010).

A absorcdo das radiacdes ultravioleta, visivel e infravermelha dependem das
estruturas das moléculas, e € caracteristica para cada substancia quimica. A
espectrofotometria na regido do visivel possui como vantagens o baixo custo e a facil
execucdo, possibilitando a obtencédo de alta sensibilidade e seletividade (ASLAN et al.,
2010).

Vaérios reagentes foram testados para a determinacdo de norfloxacino e outras
fluorquinolonas, porém a maioria de realizacdo dificil e demorada devido a processo de
extracdo do produto de reacdo. Neste contexto, 0 método proposto possui vantagens

quanto ao equipamento, rapidez e facilidade de execucéo.

6.1.1 Material

As determinacdes foram realizadas em espectrofotometro UV/Vis, utilizando
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho dptico. Utilizou-se como solvente acetonitrila e
como reagente acido cloranilico 0,1%. A substancia quimica de referéncia e a forma

farmacéutica utilizadas estdo descritas nos itens 4.2 e 4.3.

6.1.1.1 Preparo da solucdo de norfloxacino SQR

Sistematicamente foram pesados 12,5 mg de norfloxacino SQR em balanca
analitica, sendo transferidos com auxilio de metanol, a baldo volumétrico &mbar de
vidro devidamente calibrado com capacidade de 25 mL. A solucdo foi mantida em
equipamento de ultra-som por 30 minutos para garantir total dissolucdo, finalmente
completando-se o volume com metanol, para obtencdo de solucdo de norfloxacino SQR
de concentragdo final de 500 pg/mL. Posteriormente, esta solugdo foi mantida em
banho-maria a 60 °C durante 3 minutos e filtrou-se a solucdo utilizando-se papel de

filtro quantitativo.
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6.1.1.2 Preparo da solucao de norfloxacino comprimidos

No preparo da solucdo de norfloxacino comprimidos partiu-se do peso médio de
20 comprimidos de norfloxacino. Pesou-se o equivalente a 21,91 mg do farmaco em
balanca analitica, sendo transferidos com auxilio de metanol a bal&do volumétrico &mbar
de vidro devidamente calibrado com capacidade de 25 mL. A solugéo foi mantida em
equipamento de ultra-som por 30 minutos para garantir total dissolucdo, finalmente
completando-se o volume com metanol, obtendo-se solucdo de norfloxacino
comprimidos de concentracdo final 500 pg/mL. Esta solucdo foi mantida em banho-
maria a 60 °C durante 3 minutos e, posteriormente, foi filtrada em papel de filtro

quantitativo.

6.1.1.3 Preparo do reagente acido cloranilico 0,1%

Foram transferidos 50,0 mg de acido cloranilico para baldo volumétrico de 50,0
mL com auxilio de acetonitrila. Levou-se ao ultra-som por 30 minutos para garantir a
dissolucdo e completou-se com acetonitrila, obtendo-se o reagente com concentracao
final de 0,1%.

6.1.1.4 Preparo do placebo

Cada comprimido de norfloxacino contém além de substancia ativa, 0s
adjuvantes: lactose, talco, estearato de magnésio, celulose microcristalina, povidona e
croscarmelose sddica. Através destes adjuvantes, preparou-se o placebo a partir da
mistura homogénea dos componentes da formulacdo simulada (Tabela 12), na auséncia
do norfloxacino. As quantidades de adjuvantes presentes na formulacdo simulada foram
definidas com base nas especificacGes porcentuais descritas por Rowe e colaboradores
(2009).
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Tabela 12. Formulacdo simulada para obtencdo do placebo de norfloxacino

comprimidos
Componente %
Lactose 42,37
Talco 6,77
Estearato de magnésio 3,38
Celulose microcristalina 25,42
Povidona 16,94
Croscarmelose sédica 5,08

Cerca de 21,91 mg do placebo foram transferidos para baldo volumétrico de 25
mL com auxilio de metanol. Deixou-se em ultra-som durante 30 minutos e completou-
se 0 volume com o mesmo solvente. Apds filtracdo, transferiram-se 1,2 mL para baldo
volumétrico de 5,0 mL, 1,0 mL do reagente acido cloranilico 0,1% (se¢do 6.1.1.3) e

completou-se o volume com acetonitrila.

6.1.2 Meétodo

Em baldo volumétrico &mbar de 5 mL adicionou-se aliquotas da solu¢do mae de
norfloxacino SQR 500,0 pg/mL (secdo 6.1.1.1) em metanol e 1,0 mL do reagente acido
cloranilico 0,1%, apds completou-se o volume com acetonitrila. As leituras foram
efetuadas imediatamente no comprimento de onda maximo, 520 nm, como descrito na

secdo 5.9.1.3, contra branco preparado da mesma forma, exceto pela adi¢do do farmaco.
6.1.2.1 Curva de Ringbom

A faixa de linearidade do método foi determinada pela curva de Ringbom. A
partir da solucdo de trabalho de SQR preparada na secdo 6.1.1.1, foram preparadas
solucdes com auxilio de micropipeta, em balGes volumétricos ambar de 5 mL, com

concentragdes de 10,0 a 190,0 pg/mL, como apresentado na Tabela 13.
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Tabela 13. Valores obtidos para construgédo da curva de Ringbom para NOR-SQR

Pontos Volume da Concentracéo
concentracao de (ng/mL)”
NOR-SQR 500
pg/mL (mL)
1 0,10 10
2 0,20 20
3 0,30 30
4 0,40 40
5 0,50 50
6 0,60 60
7 0,70 70
8 0,80 80
9 0,90 90
10 0,95 95
11 1,00 100
12 1,05 105
13 1,10 110
14 1,15 115
15 1,20 120
16 1,25 125
17 1,30 130
18 1,35 135
19 1,40 140
20 1,45 145
21 1,50 150
22 1,60 160
23 1,70 170
24 1,80 180
25 1,90 190

“diluida em baldo volumétrico ambar de 5 mL
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6.1.2.2 Obtencéo da curva analitica

Para obtencdo da curva analitica de norfloxacino SQR, utilizou-se 0 método
descrito na secdo 6.1.2 e aliquotas de 0,95; 1,00; 1,05; 1,10; 1,15 e 1,20 mL da solugéo
descrita na sec¢do 6.1.1.1, obtendo-se solu¢des com concentragdes finais de 95, 100, 105,
110, 115 e 120,0 pg/mL, respectivamente. Cada concentracdo foi preparada em
triplicata. As leituras espectrofotométricas foram determinadas no comprimento de onda
de 520 nm, utilizando como branco, solucéo preparada da mesma forma que as solugées

de norfloxacino, porém sem adic¢éo do farmaco.

6.1.2.3 Calculo do teor de norfloxacino comprimidos

As leituras das solugdes de amostra foram realizadas em espectrofotdometro no
comprimento de onda de 520 nm. As soluc¢des foram preparadas em triplicata.
O célculo da concentracdo de norfloxacino comprimidos foi realizado através

das Equacbes 1 e 2.

(1)

Em que:

Ca = concentracdo da amostra (ug/mL)

A = absorvéancia da amostra

Csqr = concentracdo da substancia quimica de referéncia

Asgr = absorvancia da substancia quimica de referéncia

O valor percentual de norfloxacino nas amostras foi calculado pela Equacéo 2:

(C4 x100)

CA% = Cr

(2)
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Em que:
Ca% = concentragéo percentual da amostra
Ca = concentracdo de norfloxacino encontrado na amostra (ug/mL)

Cr = concentragdo tedrica de norfloxacino na amostra (ug/mL)

6.1.3 Validagdo
6.1.3.1 Linearidade

A linearidade do método foi obtida através de trés curvas analiticas em trés dias
diferentes. O grafico de residuos para a validade das pressuposi¢cdes foi obtida através
do célculo dos residuos para cada valor de y (VALDERRAMA et al., 2009). Através
dos valores das concentracbes versus média das absorvancias utilizando a funcéo
Regressdo no programa Excel®, pode-se obter o grafico de residuos. Os residuos
representam a diferenca entre o que foi realmente observado e o que foi predito pelo

modelo de regresséo, isto é, ¢, Equacéo 3:

(3)
Em que:
ej = residuo
Y; = diferenga entre reposta observada

Vi = resposta estimada

Plota-se um grafico no qual os residuos sdo colocados no eixo vertical e 0s
valores esperados de y, no horizontal (VALDERRAMA et al., 2009).

Cada curva foi construida conforme descrito na se¢do 6.1.2.2. Os resultados
obtidos foram analisados para obtencdo da equacdo da reta pelo método dos minimos
quadrados e a verificagdo da linearidade foi constatada pela ANOVA.
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6.1.3.2 Precisio

A precisdo do metodo foi avaliada pelo céalculo do desvio padrdo relativo

percentual das amostras, submetida a ensaios de repetibilidade e precisdo intermediéria.

6.1.3.2.1 Repetibilidade

Seis solugdes de norfloxacino SQR na concentragdo de 110,0 pg/mL foram
preparadas e analisadas no mesmo dia. Deste modo, os resultados foram obtidos

utilizando as mesmas condic¢des experimentais, método, equipamento e analista.

6.1.3.2.2 Precisdo intermediéria

Avaliou-se a precisdo intermediaria pela analise de solucdes de norfloxacino
comprimidos, na concentracdo de 110,0 ug/mL, executadas por diferentes analistas e em

diferentes dias. As analises foram realizadas em trés replicatas.

6.1.3.2.2.1 Interdias

Prepararam-se, diariamente, duas amostras, na mesma concentracdo de 110,0
ug/mL, e analisaram-se trés replicatas em trés dias consecutivos, sob as mesmas

condigdes experimentais.

6.1.3.2.2.2 Entre-analistas

Duas amostras, na concentracdo de 110,0 ug/mL foram preparadas e analisadas

em trés replicatas, por dois analistas, sob as mesmas condi¢fes experimentais.

6.1.3.3 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, no qual
quantidades conhecidas de padrdo foi adicionado & amostra. As amostras foram

preparadas segundo a Tabela 14, em triplicata.
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Tabela 14. Preparo das solugdes para o teste de recuperacdo do método
espectrofotométrico na regido do visivel

Norfloxacino amostra Norfloxacino SQR Concentracao
(500 pg/mL) (500 pg/mL) teodrica final
(mL) (mL) (Hg/mL)*

Amostra 0,70 - 70,0
R1 0,70 0,10 80,0
R2 0,70 0,30 100,0
R3 0,70 0,50 120,0
Padrdo - 0,70 70,0

*Baldo volumétrico ambar de 5 mL

A porcentagem de norfloxacino recuperada foi calculada conforme Equacéo 4:

C C
%R = [u]x 100
Cp

(4)
Em que:
Cr = concentragdo encontrada da solugdo amostra adicionada de SQR (pg/mL)

Ca = concentragdo encontrada da amostra (ug/mL)

Cp = concentracdo teorica adicionada da solucéo da SQR (ug/mL)

6.1.3.4 Especificidade

A especificidade do método proposto foi avaliada pela comparacdo da resposta
obtida para a substancia ativa na auséncia (SQR) e presenca (placebo) dos excipientes.
Tragou-se 0 espectro de absorcdo da solucéo placebo descrito na sec¢do 6.1.1.4, para

verificacdo da auséncia de absor¢do no comprimento de onda utilizado no método.

6.1.3.5 Limite de deteccéo (LD)

O limite de detecc¢do foi calculado a partir da formula descrita na literatura (ICH,
2005), fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinacdo da curva analitica.
A Equacdo 5 foi utilizada no calculo.
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()
Em que:
o = desvio padrao do intercepto

IC = inclinag&o da curva analitica

6.1.3.6 Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de quantificacdo foi calculado a partir da formula descrita na literatura
(ICH, 2005), fundamentada no desvio do intercepto e na inclinac¢do da curva analitica. O
calculo foi realizado segundo a Equacéo 6.

L _100
Q= IC

(6)
Em que:
o = desvio padrdo do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica

6.1.3.7 Robustez

A robustez do método foi determinada pela comparacdo dos resultados de teor
de norfloxacino em comprimidos obtidos variando-se o comprimento de onda de
absorcdo (522 e 518 nm) e o volume de solucdo de acido cloranilico 0,1% (1,2 e 0,8
mL).

6.1.4 Resultados

As caracteristicas do espectro de absorcdo de norfloxacino SQR ap6s a reacdo
com acido cloranilico 0,1% foram discutidas na secéo 5.9.
A solucdo mae de norfloxacino SQR e comprimidos foi aquecida em banho

maria a 60 °C durante trés minutos, para que 0 aquecimento provavelmente cause na
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molécula a abertura do anel aromético na posicdo 4 como na Figura 14, fazendo com
que reaja com a molécula de acido cloranilico (MOSTAFA, 2002).

Para determinacdo das condicbes do método, avaliaram-se diferentes
quantidades do reagente acido cloranilico 0,1% com concentracdo molar de 7,8x107.
Fixou-se o volume da solucao de norfloxacino (120,0 pg/mL) na concentragdo molar de
7,8x10”, variando-se o volume da solucdo de é&cido cloranilico 0,1% de 0,1 a 2,0 mL,
sendo analisadas contra um branco preparado para cada volume de solugdo de acido
cloranilico 0,1% para determinacdo da estequiometria da reacdo. Os resultados
demonstraram (Figura 20) que para a maior concentracdo da curva analitica (120
pg/mL), o valor maximo de absorvancia foi obtido com 1,0 mL da solu¢do de acido
cloranilico 0,1%, acima deste volume as leituras permaneceram constantes ou

diminuiram.

Figura 20. Curva das leituras de absorvéncia versus volumes de solucdo de acido
cloranilico a 0,1%, com concentragdo constante de norfloxacino (120 pg/mL)
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A reacdo foi estavel por 30 minutos, independente da presenca de luz ou néo,
porém foram utilizados baldes volumétricos ambares devido a fotossensibilidade do

norfloxacino descrito na literatura.

6.1.4.1 Curva de Ringbom

Lucas Chierentin



Andlise Quantitativa

107

Os resultados obtidos com a curva de Ringbom, construida para a determinagédo

da faixa linear do método espectrofotométrico na regido do visivel, para norfloxacino

sdo mostrados na Tabela 15.

Tabela 15. Obtencdo da curva de Ringbom para determinagdo da faixa de linearidade
do método espectrofotométrico na regido do visivel para analise de norfloxacino a 520

nm
Pontos Concentragao (ug/mL) Absorvancia 100-T%
1 10 0,015 3,3949
2 20 0,031 6,8892
3 30 0,069 14,6899
4 40 0,108 22,0169
S) 50 0,143 28,0551
6 60 0,184 34,5363
7 70 0,215 39,0463
8 80 0,241 42,5883
9 90 0,276 47,1433
10 95 0,287 48,4534
11 100 0,307 50,7393
12 105 0,325 52,7501
13 110 0,341 54,4382
14 115 0,360 56,3584
15 120 0,377 58,0917
16 125 0,380 58,3801
17 130 0,411 61,2117
18 135 0,419 61,9723
19 140 0,438 63,5246
20 145 0,453 64,8196
21 150 0,467 65,9042
22 160 0,471 66,2635
23 170 0,501 68,5007
24 180 0,508 69,0115
25 190 0,524 70,0980

"Baldo volumétrico ambar de 5 mL
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O espectro de absor¢do demonstrou pico maximo de absorcdo em 520 nm,
utilizando solucdo orgénica de norfloxacino de 175,0 pg/mL. A curva de Ringbom
determinou a faixa linear, e de acordo com a Lei de Lambert-Beer, o intervalo de
concentragéo de 95,0 a 120,0 ug/mL, mostrou-se linear.

A curva de Ringbom foi obtida plotando-se os valores de transmitancia e de
concentracdo em escala logaritmica (%) versus absorvancia (100-T%) (Figura 21).

Figura 21. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do
visivel para a solucéo de norfloxacino-SQR
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6.1.4.2 Linearidade

Os valores das absorvancias obtidas pelas diferentes concentracGes de

norfloxacino SQR, para a construcdo da curva analitica, sdo mostrados na Tabela 16.
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Tabela 16. Valores de absorvancia determinados em 520 nm para a obtengéo da curva
analitica de norfloxacino SQR, pelo método espectrofotométrico na regido do visivel

Concentracéo o Absorvancia média + DPR®
Absorvancia® )
(Mg/mL) DP (%)

0,3402
95 0,3502 0,347 + 0,006 0,71

0,3501

0,3629
100 0,3734 0,366 + 0,007 1,20

0,3612

0,3765
105 0,3867 0,381 + 0,005 0,32

0,3807

0,3989
110 0,4144 0,405 + 0,008 0,75

0,4024

0,4214
115 0,4294 0,424 + 0,004 0,65

0,4276

0,4343
120 0,4449 0,437 + 0,007 1,22

0,4324

Valor médio de trés determinacdes/ "DP = Desvio padrdo/ “DPR = Desvio Padréo
Relativo

A representacdo grafica da curva analitica e coeficiente de regressdo de
norfloxacino SQR (Figura 22) foram construidos com as médias dos valores de
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absorvancias de trés curvas analiticas obtidas durante a avaliagdo da linearidade do

método.

Figura 22. Curva analitica de norfloxacino SQR, obtida a 520 nm pelo método

espectrofotométrico na regido do visivel
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A equacdo da reta, determinada pelo método minimos quadrados, é: y = 0,0037x
—0,0069, com um coeficiente de r* = 0,9948.

Qualitativamente, o grafico dos residuos (Figura 23) pode indicar se os dados
seguem um comportamento linear se a distribuicdo desses residuos for aleatdria
(VALDERRAMA et al., 2009). Como pode-se observar, 0s pontos estdo distribuidos de
forma equilibrada acima e abaixo de uma linha imaginaria paralela ao eixo x na altura
do residuo zero. A realizacdo do grafico de residuos é uma confirmacéo adicional para

concluir que os dados sdo realmente lineares.

Figura 23. Gréafico de residuos de norfloxacino SQR, obtida através da regresséao linear
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A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de norfloxacino é
mostrada na Tabela 17.

Tabela 17. Analise de variancia de absorvancia determinados da curva analitica de

norfloxacino SQR, utilizando o método espectrofotométrico na regido do visivel

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F F
variacao liberdade  quadrados médio calculado tabelado
Entre
concentragdes 5 0,01861 0,00372 96,20* 3,11
Regressao
linear 1 0,01858 0,01858 480,20* 4,75
Desvio da
linearidade 4 0,00003 0,0000075 0,19 3,26
Residuo 12 0,0004643  0,00003868
Total 17 0,01907

*Significativo para p<0,05%

6.1.4.3 Precisao

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade (intradia),
expressando-se 0s resultados com base no coeficiente de variagdo. Seis solugdes de
norfloxacino SQR preparadas na concentragdo de 110,0 pg/mL foram submetidas a
analises sucessivas, e 0s dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condicdes
experimentais, analista e laboratdrio forneceram DPR de 1,42% (Tabela 18).

A precisdo intermediéria foi avaliada através da precisdo interdias e entre-
analistas. Os valores de teor de norfloxacino comprimidos determinados durante a
avaliacdo da precisdo do método proposto, encontram-se na Tabela 18. Os DPR% dos

parametros interdias e entre-analistas foram inferior a 0,05 e 0,18%, respectivamente.

Lucas Chierentin



Andlise Quantitativa 112

Tabela 18. Determinacdo da precisdo interdias, entre-analistas e intradia do método

espectrofotométrico para analise de norfloxacino comprimidos

Interdias Entre-analistas
_ Teor? Teor® DPR" _ Teor? Teor? DPRP
Amostra Dia Analista
(mg/comp) (%0) (%) (mg/comp) (%0) (%0)
1 410,60 102,65 A 408,68 102,17
0,18
1 2 410,84 102,71 0,05 B 409,72 102,43

3 411,00 102,75

Intradia 408,16  102,04° 142

a c

média de trés determinacdes; ° DPR% = desvio padrdo relativo; ¢ média de seis

determinacgOes
6.1.4.4 Exatidao

Na Tabela 19 séo apresentados os valores de recuperacdo (R) obtidos para cada
nivel de concentracdo testado pelo método espectrofotométrico na regido do visivel.

Tabela 19. Determinacgéo da exatiddo do método analitico para analise de norfloxacino

comprimidos por espectrofotometria na regido do visivel

Norfloxacino SQR Norfloxacino SQR Recuperagéo b
o Recuperacéo ] DPR
adicionado encontrado? média
(%) (%)
(Hg/mL) (Hg/mL) (%)

R1 10,0 10,04 100,46

R2 30,0 30,84 102,80 101,38 1,23
R3 50,0 50,43 100,87

* média de trés determinacdes
°DPR = desvio padréo relativo

Lucas Chierentin



Andlise Quantitativa 113

6.1.4.5 Especificidade

Na avaliacdo da especificidade do método espectrofotométrico avaliou-se o
espectro de absor¢do da solugdo de placebo preparado na secdo 6.1.1.4, a qual néo
apresentou maximos na regido de comprimento de onda utilizado no método (Figura
24).

Figura 24. Espectro de absorcdo da solucdo placebo para verificacdo de auséncia de

reacdo entre os excipientes e acido cloranilico 0,1%

6.1.4.6 Limites de deteccéo e quantificacao

A sensibilidade do método espectrofotométrico foi determinada através dos
limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ). Os valores calculados para LD e LQ

foram 22,05 pug/mL e 66,82 ug/mL, respectivamente.

6.1.4.7 Robustez

A robustez do meétodo foi determinada pela comparacéo dos resultados obtidos
pela variacdo dos comprimentos de onda e volume de solucdo de acido cloranilico
0,1%. Na execucdo de analises do produto farmacéutico, os teores obtidos ndo
apresentam diferenga significativa e os coeficientes de variagdo foram inferiores a
0,21%, comprovando a robustez do método proposto, frente ao pardmetro avaliado,

conforme a Tabela 20.
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Tabela 20. Avaliacdo da robustez do método analitico para anélise de norfloxacino por

espectrofotometria na regido do visivel

B o _ Norfloxacino®  Norfloxacino® DPR®
Variavel Faixa investigada

(mg/comprimido) (%) (%)

: 522 412,48 103,12

Comprimento de
520 410,72 102,68 021
onda (nm)

518 411,64 102,91

Volume de solucéo 1,2 410,36 102,59
de acido cloranilico 1,0 411,28 102,82 0,13

0,1% (mL) 0,8 410,38 102,58

* média de trés determinacdes
® DPR% = desvio padrio relativo

6.1.5 Discussao

A coloracédo violeta foi desenvolvida somente pela adi¢do de norfloxacino em
solucéo de acido cloranilico 0,1%, podendo ser considerada a evidéncia da formacdo do
complexo binario norfloxacino - &cido cloranilico.

O espectro de absor¢cdo mostrou pico de absorcdo maxima em 520 nm,
utilizando solucdo de metanol a 110,0 pg/mL. Com o objetivo de determinar a
linearidade, foi realizada a curva de Ringbom. De acordo com a Lei de Lambert-Beer, o
intervalo de concentracdo de 95,0 a 120,0 pg/mL, mostrou-se linear, apresentando
coeficiente de determinacdo de 0,9948. A equacéo da reta foi y = 0,0037x — 0,0069. No
grafico de residuos ndo foram observados valores discrepantes, onde a correlacdo alta
(proxima de 1 ou -1) pode indicar forte dependéncia linear entre as variaveis. Neste
caso, os pontos do grafico de residuos ficam dispostos em torno da reta (CARDOSO et
al., 2010).

O desvio padrdo relativo foi o pardmetro analisado para a determinagdo da
precisdo do método, a qual foi demonstrada através da repetibilidade e precisao

intermediaria (interdias e entre-analistas). Os valores do desvio padrdo relativo 0,05 e
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0,18% para repetibilidade e precisdo intermediéria, respectivamente, demonstram a
precisdo do método.

O teste de recuperacéo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de substancia de referéncia
foram adicionadas as solucbes de norfloxacino comprimidos para quantificacdo da
substancia. Obtivemos neste teste de recuperacdo média de 101,38%.

Na avaliacdo da especificidade do método, estudou-se a possivel reagdo entre 0s
excipientes da formulacdo farmacéutica e o &cido cloranilico. De acordo com o0s
espectros obtidos para norfloxacino SQR e para solugdo de placebo, constatou-se que o
método foi especifico, demonstrando ndo haver interferéncia do excipiente no maximo
de absorcéo de 520 nm.

Para avaliacdo da robustez do método proposto, modificagbes no comprimento
de onda e volume de solucdo de acido cloranilico 0,1% foram realizadas. Avaliaram-se
os coeficientes de variacdo entre os teores de norfloxacino obtidos nas diferentes
condicdes, obtendo-se resultados inferiores a, 0,21%, 0s quais demonstram a capacidade
do método de se manter inalterado frente a pequenas modificacfes de alguns de seus
parémetros.

O método de quantificacdo por espectrofotometria na regido do visivel foi
validado através de analise estatistica e fatores como especificidade, precisdo, exatiddo
e linearidade, apresentando bons resultados, podendo ser aplicado para determinagéo do

contetdo de norfloxacino em comprimidos.

6.2  Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Entre os métodos modernos de analise, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
ocupa um lugar de destaque devido a facilidade com que efetua separacdo, identificagcdo
e quantificacdo das espécies farmacéuticas e quimicas, por si mesma ou em conjunto
com outras técnicas instrumentais de analise, como a espectrometria de massas
(COLLINS et al., 2006).

A cromatografia é um método fisico-quimico de separacdo dos componentes de
uma mistura, realizada através da distribuicdo destes componentes entre duas fases.

Uma das fases permanece estacionaria, denominada fase estacionaria e a outra se move
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através dela, denominada fase mdvel, onde é percolada através dela em uma dire¢do
definida. Os componentes da mistura sdo distribuidos entre as duas fases de tal forma
que cada um dos componentes é seletivamente retido, resultando em migracoes
diferentes destes componentes (POOPLE et al., 1991; COLLINS et al., 2006).

Embora seja descrito na literatura métodos cromatograficos, objetivou-se o uso
de fase moével sem tampdo para maior durabilidade da coluna, menor tempo de analise e

menor consumo de solvente. Assim como, facilidade no preparo das amostras.

6.2.1 Material

A substancia quimica de referéncia e a forma farmacéutica comprimido utilizado
neste trabalho estdo descritas nas sec¢fes 4.2 e 4.3.

O sistema cromatogréafico utilizado foi cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia
Waters, composto de bomba cromatogréfica gradiente binaria Waters® 1525, injetor
manual Rheodyne Breeze 7725i e detector UV-Vis Waters® 2487. Foi utilizada coluna
Eclipse Plus C18 Agilent® Zorbax, (150 mm x 4,6 mm, 5 pum). As areas dos picos foram

integradas automaticamente usando o programa Empower 2.

6.2.1.1 Preparo das fases moveis

As fases mdveis foram compostas de diferentes proporcGes das solucdes
(solugdo aquosas de acido acético 1, 2 e 5%) e solventes (acetonitrila e metanol) e as
misturas foram realizadas manualmente. Cada fase movel foi filtrada e levada ao ultra-

som durante 30 minutos para degaseificagéo antes do uso.

6.2.1.2 Ensaios preliminares

Diferentes parametros cromatograficos foram testados com o objetivo de
encontrar condicdes favoraveis a quantificacdo do farmaco e adequada separacdo de

seus produtos de degradacao.

6.2.1.3 Preparo da solucado de norfloxacino SQR
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No preparo das solugdes, 12,5 mg de norfloxacino SQR foram pesados e
transferidos para baldo volumétrico &mbar de 25 mL, cujo volume foi completado com
fase movel (solucdo de acido acético 5% v/v: metanol), levou-se a solugéo ao ultra-som
por 30 minutos e completou-se o volume com a mesma fase movel para a obtencdo de
solucdo com concentracdo de 500,0 ug/mL. Aliquotas desta solugdo foram transferidas
para baldes volumétricos &mbar de 10 mL para gerar solugdes com a concentracéo final
requerida e completada até o menisco com agua purificada. As soluc@es foram filtradas

utilizando-se filtros de seringa de membrana de nitrato de celulose de 0,45 pm.

6.2.1.4 Preparo da solugdo de norfloxacino comprimidos

No preparo da solucdo de norfloxacino comprimidos partiu-se do peso médio de
20 comprimidos de norfloxacino. Pesou-se o equivalente a 21,91 mg da substancia e
transferiu-se para baldo volumétrico &mbar de 25 mL, cujo volume foi completado com
fase movel (solucdo de &cido acético 5% v/v: metanol), levou-se ao ultra-som por 30
minutos para garantir total solubilizagdo do farmaco e filtrada em papel de filtro
quantitativo, gerando solucdo amostra de norfloxacino com concentracdo de 500,0
ug/mL. Aliquotas desta solucdo foram transferidas para balGes volumétricos &mbar de
10 mL para gerar solucdes com a concentracdo final requerida e completada até o
menisco com &gua purificada. As solu¢Ges foram filtradas utilizando-se filtros de

seringa de membrana de nitrato de celulose de 0,45 pm.

6.2.1.5 Preparo do placebo

Para o uso do placebo utilizou-se 0 mesmo placebo elaborado na se¢éo 6.1.1.4.

Cerca de 21,91 mg do placebo foram transferidos para baldo volumétrico de 25
mL com auxilio de fase médvel (solucdo aquosa de &cido acético 5%: metanol). Deixou-
se em ultra-som durante 30 minutos e completou-se o volume com a mesma fase movel,
filtrou-se com papel filtro quantitativo. Aliquotas desta solugdo foram transferidas para
baldes volumétricos &mbar de 10 mL e completada até o menisco com &gua purificada.
As solucdes foram filtradas utilizando-se filtros de seringa de membrana de nitrato de

celulose de 0,45 pm.
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6.2.2 Meétodo

Ensaios preliminares foram efetuados utilizando os seguintes sistemas de fases
maoveis:
1- Solugéo aquosa de &cido acético 1%: metanol: acetonitrila (70:15:15 v/v/v)
2- Solugéo aquosa de acido acético 1%: metanol: acetonitrila (60:20:20 v/v/v)
3- Solucdo aquosa de acido acético 1%: metanol (70:30 v/v)
4- Solucdo aquosa de acido acético 2,5%: metanol (70:30 v/v)
5- Solugéo aquosa de &cido acético 5%: metanol (70:30 v/v)
6- Solugdo aquosa de acido acetico 5%: metanol (80:20 v/v)

As condi¢des cromatograficas estabelecidas para a determinacdo de norfloxacino

comprimidos estéo representadas na Tabela 21.

Tabela 21. Parametros estabelecidos para a determinacdo de norfloxacino em

comprimidos pelo método CLAE

Fase movel Solugéo aquosa de &cido acético 5%: metanol (80:20 v/v)
Coluna Eclipse Plus C18 Agilent® Zorbax (150 mm x 4,6 mm, 5 um)
Deteccao 277 nm

Vazéo 1 mL/min

Volume de injecdo 20 uL.
Temperatura 25+2°C

Tempo de retengdo = 5,7 minutos

6.2.2.1 Pardametros de conformidade do sistema cromatogrdfico “System
Suitability”

Antes de realizar experimentos de validagdo, deve-se avaliar se o sistema
utilizado para a andlise € capaz de fornecer dados de qualidade aceitavel. Esta avaliagcdo
é obtida através da conformidade do sistema, que pode ser definida por um conjunto de
testes para garantir que o equipamento utilizado esta apto a gerar resultados de exatiddo

e precisdo aceitaveis.
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Foram efetuadas seis injecdes de norfloxacino SQR na concentracdo de 22,0
pg/mL, avaliando-se o desvio padrdo relativo dos parametros de simetria do pico,
numero de pratos tedricos, tempo de retencdo e area do pico da substancia quimica de

referéncia.

6.2.3 Validagdo

A validacdo do método foi elaborada de acordo com o procedimento
preconizado pela literatura (ICH, 2005; FB 5, 2010; USP 35, 2012). Os parametros
avaliados foram: especificidade, linearidade, precisdo (repetibilidade e precisao

intermediéria), exatiddo, limite de deteccao, limite de quantificacdo e robustez.

6.2.3.1 Especificidade

Determinada pelas degradacOes acida, basica, oxidativa e fotolitica da solugédo
de norfloxacino.

No intuito de determinar se o método analitico é indicativo de estabilidade,
amostras de norfloxacino SQR foram submetidas em condi¢des de estresse para
conduzir o estudo de degradacdo forcada (ICH, 2005). Todas as amostras foram
resfriadas, neutralizadas e diluidas para concentragdo de 22,0 pg/mL em baldo
volumétrico ambar de 10,0 mL e filtradas antes da injecdo.

< Degradacdo oxidativa: solubilizou-se com fase movel (solugéo de acido
acético 5% v/v: metanol) 12,5 mg de norfloxacino SQR em baldo
volumétrico ambar de 25 mL, cujo volume foi completado com solucéo
de perdxido de hidrogénio (H,0,) a 3%, levou-se a solugdo ao ultra-som
por 30 minutos e completou-se o volume com a mesma solucdo de
perdxido de hidrogénio para a obtencdo de solu¢do com concentracdo de
500,0 ug/mL. Esta solucédo foi exposta a temperatura de 80 °C por 4 dias.
< Degradacdo &cida e alcalina: solubilizou-se com HCI 0,1 M 12,5 mg de
norfloxacino SQR em baldo volumétrico ambar de 25 mL, cujo volume
foi completado com solucdo HCI 0,1 M, levou-se a solucdo ao ultra-som
por 30 minutos e completou-se 0 volume com a mesma solugéo de HCI

para a obtencdo de solucdo com concentracdo de 500,0 pg/mL. Os
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estudos na condicgéo alcalina foram conduzidos de forma similar, com o
farmaco na concentragdo de 500,0 ug/mL em NaOH 0,1 M. Estas
solucgdes foram expostas a temperatura de 80 °C por 4 dias.
< Degradacdo neutra: solubilizou-se com fase movel (solugdo de &cido
acético 5% v/v: metanol) 12,5 mg de norfloxacino SQR em baldo
volumétrico ambar de 25 mL, cujo volume foi completado com &gua,
levou-se a solucgdo ao ultra-som por 30 minutos e completou-se 0 volume
com agua para a obtencédo de solucdo com concentracdo de 500,0 ug/mL.
Esta solucéo foi exposta a temperatura de 80 °C por 4 dias.
< Degradacdo fotolitica: solubilizou-se com fase moével (solugdo de &cido
acético 5% v/v: metanol) 12,5 mg de norfloxacino SQR em baldo
volumétrico ambar de 25 mL, cujo volume foi completado com &gua,
levou-se a solucgdo ao ultra-som por 30 minutos e completou-se 0 volume
com &gua para a obtencdo de solugdo com concentracao de 500,0 pg/mL.
Esta solucéo foi exposta & luz ultravioleta (200 W h m™), por 4 dias.
Assim, a capacidade indicadora de estabilidade do método foi estabelecida
através da resolucdo obtida entre o pico principal de norfloxacino e seus produtos de
degradacéo.
Além disso, solucdo de placebo descrita na secdo 6.2.1.5, foi analisada pelo

método.

6.2.3.2 Linearidade

A partir da solucdo de norfloxacino SQR 500,0 pg/mL descrita na se¢do 6.2.1.3,
transferiram-se aliquotas de 0,20; 0,28; 0,36; 0,44; 0,52 e 0,60 mL para baldes
volumétricos ambar de 10 mL, completando-se o volume com &gua, obtendo-se
concentragdes de 10, 14, 18, 22, 26 e 30,0 ug/mL. As curvas foram preparadas e
analisadas durante trés dias. A equacdo da reta foi determinada através do estudo de
regresséo linear, pelo método dos minimos quadrados e calculada a analise de variancia

(ANOVA), avaliando-se a validade dos parametros estatisticos.
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6.2.3.3 Precisdo

A precisdo do metodo foi avaliada atraves do calculo do coeficiente de variacédo
percentual das amostras, submetidas a ensaios de repetibilidade e precisdo

intermediéria.

6.2.3.3.1 Repetibilidade

Foram realizadas seis determinacdes sucessivas no mesmo dia. Deste modo,
os resultados foram obtidos utilizando as mesmas condi¢des experimentais, método,

equipamento e analista.

6.2.3.3.2 Precisdo intermediaria

Avaliou-se a precisdo intermediaria através de analises executadas por
diferentes analistas e em diferentes dias, usando os mesmos lotes de amostras e

método. As analises foram realizadas em trés replicatas.

6.2.3.3.2.1 Interdias
Analisaram-se trés replicas em trés dias consecutivos, sob as mesmas
condigOes experimentais.
6.2.3.3.2.2 Entre-analistas
Analisaram-se trés replicatas, por dois analistas, sob as mesmas condicdes

experimentais.

A concentragdo de norfloxacino foi obtida através da Equagéo 7:
Cy = (AA- CSQR)/ASQR
(7)
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Em que:

Ap= Area média absoluta das amostras

Asqr = Area média absoluta da SQR

Ca = Concentracéo de norfloxacino na amostra

Csor = Concentracéo da SQR
O valor percentual de norfloxacino nas amostras foi calculado pela Equacéo 8:

C4% = (C,.100)/Cy
(8)

Em que:
Ca% = Concentracdo percentual da amostra
Ca = Concentracédo de norfloxacino encontrado na amostra

Ct = Concentracao tedrica de norfloxacino na amostra

6.2.3.4 Exatidao

A exatiddo do método foi estudada pelo ensaio de recuperagdo, no qual
quantidade conhecida de padrdo foi adicionada a amostra. As amostras foram

preparadas de acordo com a Tabela 22, em triplicata.

Tabela 22. Preparo de solucdes para o teste de recuperacdo do método CLAE

NOR comprimidos NOR SQR Concentracao
(500 pg/mL) (500 pg/mL) tedrica final
(mL) (mL) (Hg/mL)*

Amostra 0,2 - 10,0
R1 0,2 0,152 17,6
R2 0,2 0,240 22,0
R3 0,2 0,328 26,4
Padréo - 0,2 10,0

*baldo volumétrico de 10 mL
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A percentagem de norfloxacino recuperada foi calculada pela Equacdo 4,
apresentada anteriormente na secdo 6.1.3.3.

6.2.3.5 Limite de deteccdo (LD)

O limite de deteccdo foi calculado a partir da formula descrita na literatura (ICH,
2005), fundamentada no desvio padréo do intercepto e na inclinagdo da curva analitica.
Com base no teor calculado, preparou-se experimentalmente a solucéo e analisou-se em

triplicata. A Equacdo 5 na se¢do 6.1.3.5 representa o célculo.

6.2.3.6 Limite de quantificagdo (LQ)

O limite de quantificacdo foi calculado a partir da formula descrita na literatura
(ICH, 2005), fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva
analitica. Com base no teor calculado, preparou-se experimentalmente a solugdo e

analisou-se em triplicata. A Equacdo 6 na secdo 6.1.3.6 representa o calculo.

6.2.3.7 Robustez

A robustez do método foi determinada pela variacdo de alguns parametros
analiticos como variac¢do do cumprimento de onda 275 para 277 e 279 nm, porcentagem
de metanol na fase mével de 18% para 20% e 22%, variacdo do volume da vaz&o de 0,8
para 1,0 e 1,2 mL/min e tipo de coluna Phenomenex Luna Cig (150 mm x 4,6 mm, 5
um). Foram analisadas 6 replicatas na concentracdo de 22,0 ug/mL de norfloxacino para
cada variacdo. As respostas obtidas foram avaliadas quanto ao desvio padréo relativo

dos valores das areas.

6.2.4 Resultados

As condi¢des cromatogréaficas estdo apresentadas na secdo 6.2.2 indicadas na
Tabela 21. No cromatograma obtido utilizou-se fase mdvel composta de solucéo aquosa
de &cido acético 5%: metanol (80:20 v/v) podendo ser identificado a formacdo de um
pico quase totalmente simétrico e com tempo de retencdo adequado = 5,7 minutos
(Figura 25).
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Figura 25. Cromatograma da solucéo de norfloxacino SQR com concentragdo de 22,0
pg/mL, utilizando com fase mével solucéo de &cido acético 5%:metanol (80:20).
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6.2.4.1 Conformidade do sistema

Na Tabela 23 estdo apresentados os resultados dos parametros avaliados de
conformidade do sistema obtidos pelo método cromatografico, bem como os valores

preconizados.
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Tabela 23. Parametros avaliados na analise de conformidade do sistema cromatogréafico

desenvolvido para norfloxacino

Parametros avaliados

Recomendacéo

TF<2 K>2 N > 2000 - -
(FDA, 2012a)
Assimetria | atr de N° pratos Tempo de Area
Capacidade retencdo (min)

0,75 3,29 2200,19 5,58 2995654
0,75 3,31 2223,92 5,61 2997951
0,72 3,31 2223,92 5,61 3020060
0,74 3,29 2223,92 5,61 2994350
0,72 3,29 2200,19 5,58 3048035
0,74 3,30 2208,09 5,59 3058041
Média 0,73 3,29 2213,37 5,59 3019015

DPR? (%) 1,85 0,29 0,59 0,26 0,93

TF = tailing factor; K = Fator de capacidade; N = n° de pratos; *DPR = desvio padrdo relativo

O teste de conformidade do sistema é essencial para assegurar a qualidade no
desempenho do sistema cromatogréfico (FDA, 2012a).

6.2.4.2 Especificidade e estudos de degradacéo forcada

O estudo de degradacéo forgada foi realizado para a indicacdo de estabilidade do
método analitico. As Figuras 26, 27, 28, 29 e 30 mostram 0s cromatogramas obtidos
apos as degradacdes oxidativa, basica, acida, neutra e fotolitica, respectivamente, com
0s picos correspondentes aos produtos de degradagédo indicados em azul (PD1, PD2 e
PD3) com uma seta em azul e o pico principal norfloxacino indicados em cor preta bem

resolvidos.
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Figura 26. Cromatograma da solucdo de norfloxacino SQR com concentragdo de 22,0
pg/mL, submetido & degradacdo em meio oxidativo (H,O, 3%). Tempo zero (cor preta)
e apos 96 horas (cor azul)

Figura 27. Cromatograma da solucdo de norfloxacino SQR com concentracdo de 22,0
pg/mL, submetido a degradacdo em meio basico (NaOH 0,1 M). Tempo zero (cor preta)

e apds 96 horas (cor azul)
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Figura 28. Cromatograma da solucdo de norfloxacino SQR com concentragdo de 22,0
pg/mL, submetido a degradacdo em meio acido (HCI 0,1 M). Tempo zero (cor preta) e
apos 96 horas (cor azul)

Figura 29. Cromatograma da solucdo de norfloxacino SQR com concentracdo de 22,0
pg/mL, submetido a degradacdo em meio neutra. Tempo zero (cor preta) e apos 96
horas (cor azul)
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Figura 30. Cromatograma da solucdo de norfloxacino SQR com concentracdo de 22,0
pg/mL, submetido a degradacdo fotolitica. Tempo zero (cor preta) e apds 96 horas (cor

azul)

A Figura 31 ilustra o cromatograma de norfloxacino SQR, comprimidos e a
solucdo placebo sobreposta, provando através deste ensaio que o método desenvolvido é
especifico, ndo tendo interferéncia dos excipientes contidos na formulacdo do

comprimido.

Figura 31. Cromatograma da solucdo de norfloxacino SQR (A), comprimidos (B) e
solucdo de placebo (C) na concentracdo de 22,0 ug/mL obtidos pelo método

cromatografico
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6.2.4.3 Linearidade

Na Tabela 24 sdo apresentados os valores das areas obtidas pelas diferentes

concentragdes de norfloxacino SQR.

Tabela 24. Valores das areas referentes ao pico de norfloxacino SQR para construcéo
da curva analitica do método CLAE

Concentracéao

Areas® (AU Area média + DP? DPR® (%
(ug/mL) (AU) (%)
1283012
1273625 +
10 1283247 1646154 1,29
1254618
1859686
1870679 +
14 1862250 16860.88 0,90
1890103
2421663
2446084 +
18 2437081 20054 90 1,22
2479508
3068257
3077560 +
22 3068408 15083 25 0,52
3096016
3764332
3741272 +
26 3723365 20063,86 0,56
3736120
4252785
4265698 +
30 4274716 1147276 0,27
4269594

2Valor médio de trés determinacdes/ "DP = Desvio padrdo/ °DPR = desvio padrdo

relativo
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A curva analitica de norfloxacino SQR (Figura 32) foi construida com as médias
dos valores das areas de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade.

A equacdo da reta determinada pelo método dos minimos quadrados € y =
151454x - 249935, com coeficiente de determinacéo (r?) igual a 0,9993.

Figura 32. Curva analitica de norfloxacino SQR obtida pelo método cromatogréafico,
utilizando como fase movel solucdo de acido acético 5% e metanol (80:20 v/v) a 277
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y = 151454x - 249935
R2 = 10,9993

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de norfloxacino SQR &

mostrada na Tabela 25.
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Tabela 25. Analise de varidncia dos valores de area determinados na obtencéo da curva
analitica de norfloxacino SQR, utilizado o método por CLAE

Fontes de Graus de Soma de Quadrado médio F F
variacao liberdade quadrados calculado tabelado
Entre 5 19282226651302,90 3856445330260,59  10150,99* 3,15
concentragdes
Regresséo 1 19282226651302,90 19282226651302,90 50754,96* 4,75
linear
Desvio da 4 0,00003 0,0000075 0,0000 3,26
linearidade
Residuo 12 4558898501,34 37990820844
Total 17 19286785549804,30

*Significativo para p<0,05%
6.2.4.4 Precisdo

Os teores de norfloxacino em comprimidos, determinados durante a anélise da
precisdo do método proposto, encontram-se na Tabela 26.

A precisdo do metodo foi determinada pela repetibilidade (intradia),
expressando-se os resultados com base nos desvios padrao relativos. Seis solucfes de
norfloxacino SQR preparadas na concentragdo de 22,0 pg/mL foram submetidas a
andlises sucessivas e 0s dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condigdes
experimentais, laboratorio e analista, fornecendo DPR de 0,78%.

Para a determinacdo da precisdo interdias realizaram-se analises do padrdo e da
amostra em trés dias consecutivos, obtendo-se valores experimentais de teores médios
de 102,84%, com DPR de 0,11%, respectivamente. Na precisdo entre-analistas foram
avaliadas por dois analistas, obtendo-se valores experimentais médios de 103,51%, com
DPR de 0,79%, respectivamente, conforme demonstrado na Tabela 26.
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Tabela 26. Valores determinados para a precisao interdias e entre-analistas do método
para norfloxacino comprimidos por CLAE

Interdias Entre-analistas
_ Teor? Teor* DPR" _ Teor? Teor® DPR®
Amostra Dia Analista
(mg/comp.) (%) (%) (mg/comp.) (%) (%)
1 4144 103,60 A 414,56 103,64
0,79
1 2 409,64 102,41 0,11 B 413,48 103,37
3 410,0 102,50
Intradia 41448 102,04  0,78°
® média de trés determinagdes; ° DPR% = desvio padrdo relativo; © media de seis

determinacfes
6.2.4.5 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, no qual
quantidade adicionada de padréo foi adicionada a quantidade conhecida de amostra. Na
Tabela 27 sdo apresentados os valores de recuperacdo obtidos para cada nivel de
concentracdo testado pelo método cromatogréafico, em que a porcentagem média foi de
103,96%.

Tabela 27. Determinacdo da exatiddo do método analitico para a analise de

norfloxacino pelo método de CLAE

NOR SQR NOR SQRa Recuperacao Rec”‘?efa@a‘) DPRP
adicionado encontrado (%) média (%)
(Hg/mL) (Hg/mL) (%)
R1 7.6 7,62 101,75
R2 12,0 12,53 104,29 103,96 1,08
R3 16,4 17,58 105,85

® média de trés determinacdes "DPR = desvio padréo relativo
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6.2.4.6 Limites de deteccéo e de quantificacdo

A sensibilidade do método cromatogréafico foi determinada através dos limites
de deteccdo (LD) e de quantificagéo (LQ). O valor calculado para a menor concentragao
detectada pelo processo analitico foi 0,10 pg/mL e o LQ calculado foi 0,32 pg/mL.

6.2.4.7 Robustez

A robustez do método foi determinada pela variacdo de alguns parametros
analiticos como: variacdo do cumprimento de onda, porcentagem de metanol na fase
movel, variacdo do volume da vazdo e tipo de coluna. Na execucdo de andlises sob
parametros alterados de modo isolado, os teores obtidos ndo apresentam diferenca
significativa e o desvio padrdo relativo obtiveram média de 0,67 %, comprovando a
robustez do método proposto, frente aos pequenos parametros avaliados de acordo com
a Tabela 28.
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Tabela 28. Parametros de avaliacdo da robustez do método cromatogréafico para analise
de norfloxacino

Norfloxacino®  Norfloxacino® DPR"

Variavel Faixa investigada
(mg/comp.) (%) (%)
Luna C;5 Phenomenex®
(150 x 4,6 mm, 5 um) 423,80 105,95
e
Eclipse Plus C18 Agilent®
(150 X 4.6 mm, 5 um) 419,52 104,88
N 0,8 418,12 104,53
Vazao 1,0 419,52 104,88 0,19
(mL/min)
1,2 419,20 104,80
18 419,60 104,90
Metanol (%) 20 419,52 104,38 0,98
22 412,44 103,11
_ 275 414,32 103,58
Comprimento 277 419,52 104,88 0,82
de onda (nm)
279 413,00 103,25

* média de trés determinagdes
DPR = desvio padréo relativo

6.2.5 Discussao

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma técnica de separacdo que, em
menos de trinta anos, passou a ser um dos métodos analiticos mais utilizados para fins
qualitativos e quantitativos. A combinacdo desta técnica cromatografica com deteccdo
ultravioleta fornece um método preciso, exato e robusto para a analise quantitativa dos
produtos farmacéuticos. Alem disso, é aplicavel para 0 monitoramento da estabilidade
de farmacos e medicamentos, como a possibilidade de identificacdo e quantificacdo dos
produtos de degradacdo (WATSON, 2005).
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A fim de estabelecer os parametros cromatogréaficos adequados para o estudo,
diferentes composicoes de fase movel foram testadas. Utilizou-se uma fase movel livre
de tampdo, de simples preparacdo onde se obtiveram alta resolucdo dos picos
cromatograficos.

Depois de estabelecidos os parametros de analise realizaram-se a conformidade
do sistema (system suitability) visando verificar a validacdo do instrumento e da
metodologia analitica simultaneamente para que 0 método apresente precisdo e exatiddo
(LANCAS, 2010).

As amostras foram preparadas em fase mével com o objetivo de obtencdo de um
pico mais bem definido e diluindo-se em agua até que o pH fique em torno de 4 para
posterior injegéo.

O tempo de retengdo observado para norfloxacino foi aproximadamente 5,7
minutos, propiciando anélise rapida e adequada para o controle de qualidade de rotina.

As propriedades indicadoras de estabilidade do meétodo sdo avaliadas por
estudos de degradacdo forcada, particularmente quando ndo ha informacdes disponiveis
sobre potenciais produtos de degradacdo. Todas as condi¢Ges avaliadas nos estudos de
degradacéo forcada resultaram na formacao de produtos de degradacéo, com excecao da
hidrolise neutra. Na degradacéo oxidativa, foram observados dois picos adicionais (PD1
e PD2) e um decréscimo significativo da area do pico de norfloxacino. Na degradacéo
em meio &cido foi observado um pico adicional (PD2 e PD3) e decréscimo significativo
na area do pico de norfloxacino. Na degradacdo em meio bésico, foram observados dois
pequenos picos adicionais (PD1, PD2 e PD3) e um leve decréscimo da area do pico do
norfloxacino. Na degradacéo fotolitica observou-se um pico adicional (PD2) e um leve
acréscimo no pico do farmaco e na degradacdo neutra observou-se um pico adicional
(PD3), apenas o um acréscimo no pico do farmaco. Al-Deeb e colaboradores (1995)
avaliaram a degradacdo do NOR através de estudos de foto-estabilidade. Borrego e
colaboradores (1999) determinaram um produto de degradacdo que também foi
identificado neste ensaio como PD2. No estudo citado os comprimidos de norfloxacino
foram colocados em exposicdo a luz solar durante seis meses e em sua metodologia foi
usado solucdo tampdo fosfato pH 3,0 e acetonitrila como fase mével. A avaliagdo da
especificidade demonstrou n&o haver interferéncia dos excipientes presentes na

formulacéo e determinacdo de norfloxacino, pois ndo foi observado nenhum pico com o
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tempo de retencdo semelhante ao do norfloxacino. Assim sendo, o metodo
cromatografico demonstrou ser especifico para a anélise do farmaco em estudo.

A linearidade do método foi avaliada atraves do desenvolvimento de uma curva
analitica, na faixa de concentracdo de 10,0 a 30,0 ug/mL. Foram desenvolvidas trés
curvas analiticas. Observou-se haver correlacdo linear entre a concentragdo de
norfloxacino SQR e as areas absolutas obtidas. Os estudos de regressdao linear pelo
método dos minimos quadrados forneceu uma equacédo da reta y = 151454x — 249935.
O método apresentou coeficiente de determinacdo de 0,9993, demonstrando elevada
concordancia entre as concentracfes utilizadas e as &reas absolutas obtidas. Os
resultados da ANOVA demonstram haver regressdo linear significativa e auséncia de
desvio de linearidade, o que confirma a linearidade do método.

Os dados para a repetibilidade e precisdo intermediaria apresentam DPR de
0,56% e 0,11% indicando a precisdo do método proposto, sendo que a literatura
preconiza DPR menor ou igual a 2% (SHABIR, 2003).

Os valores calculados para o limite de deteccdo (LD) e para o limite de
quantificacdo (LQ) de 0,10 e 0,32 pg/mL, respectivamente, indicam a capacidade do
método para detectar e quantificar com confiabilidade norfloxacino em produtos
comerciais.

O teste de recuperacdo de norfloxacino SQR forneceu uma percentagem de
recuperacdo média de 103,96%. Este valor mostra boa exatiddo do método.

A robustez do método cromatografico, avaliada através de pequenas
modifica¢bes nas condi¢bes cromatogréficas de modo isolado, indicou que o método é
robusto em todas as alteraces.

Considerando todos os resultados obtidos na avaliagdo dos parametros
analiticos, é possivel afirmar que o0 método por CLAE foi validado de forma satisfatoria

para a quantificacdo de norfloxacino comprimidos.

6.3  Eletroforese capilar (EC)

Nos ultimos anos, a eletroforese capilar (EC) tornou-se uma técnica popular
devido a simplicidade, ao alto poder de separacdo, baixo tempo de anélise e pequeno
consumo de amostra e de solventes (TAVARES et al.,, 2003). O termo eletroforese
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refere-se a migracdo de substancias eletricamente carregadas, quando dissolvidas ou
suspensas em um eletrdlito através do qual passa uma corrente elétrica. A utilizacdo de
capilares como canais de ligacdo em eletroforese aumentaram o desempenho da

separacdo eletroforética, comparavel ao da CLAE (USP 33, 2010).

6.3.1 Material

A substancia quimica de referéncia e a norfloxacino comprimidos utilizados
neste trabalho estdo descritas nas sec¢Oes 4.2 e 4.3. O padrédo interno utilizado foi o
moxifloxacino.

O equipamento de eletroforese capilar utilizado foi o modelo Agilent®*® CE
(Agilent® Technologies, Waldbronn, Alemanha), acoplado com detector de arranjo de
diodos (DAD), injetor automatico, com controle de temperatura e tenséo.

As areas dos picos foram integradas automaticamente usando o programa de
software ChemStation.

6.3.1.1 Ensaios preliminares

Diferentes eletrdlitos, valores de pH, temperaturas, voltagens, volumes de
injecdo e solventes da amostra foram testados para encontrar as condi¢des favoraveis a

quantificacdo do farmaco e adequada separacéo de seus produtos de degradacéo.

6.3.1.2 Preparo do eletrdlito de fundo

Foram pesados 1,14 g de tampdo tetraborato de sédio 30 mM, pH 9,0 e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL com auxilio de dgua purificada, levou-se

a solucdo ao ultra-som por 30 minutos e completou-se o volume com agua purificada.
6.3.1.3 Preparo da solugdo de norfloxacino SQR

Sistematicamente foram pesados 12,5 mg de norfloxacino SQR em balanca
analitica, sendo transferidos com auxilio de 5,0 mL de NaOH 0,1 M a baldo volumétrico
ambar de vidro devidamente calibrado com capacidade de 25 mL. Levou-se ao ultra-

som por 30 minutos para garantir total dissolucéo, finalmente completando-se o volume
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com agua purificada, obtendo-se uma solucdo de norfloxacino SQR de concentragdo
final de 500 pg/mL.

6.3.1.4 Preparo da solugdo de moxifloxacino padrao interno

Sistematicamente foram pesados 12,5 mg de moxifloxacino padrdo interno
(MOX - PI) em balanca analitica, sendo transferidos com auxilio de 5,0 mL de NaOH
0,1 M a baldo volumétrico ambar de vidro devidamente calibrado com capacidade de 25
mL. Levou-se ao ultra-som por 30 minutos para garantir total dissolucdo, finalmente
completando-se o volume com agua purificada, obtendo-se uma solucdo de MOX - Pl
de concentragdo final de 500 pg/mL.

6.3.1.5 Preparo da solugéo de norfloxacino comprimidos

No preparo de norfloxacino comprimidos partiu-se do peso médio de 20
comprimidos. Posteriormente, foram pesados 21,91 mg do farmaco em balanca
analitica, sendo transferidos com auxilio de 5,0 mL de NaOH 0,1 M a baldo volumétrico
ambar de vidro devidamente calibrado com capacidade de 25 mL. Levou-se ao ultra-
som por 30 minutos para garantir total dissolucéo, finalmente completando-se o volume
com &gua purificada, obtendo-se uma solucdo de norfloxacino comprimidos de
concentracdo final 500 pg/mL. Posteriormente filtrou-se a solucdo em papel

guantitativo.

6.3.1.6 Preparo do placebo

Para analise do placebo utilizou-se 0 mesmo placebo elaborado na se¢édo 6.1.1.4.
Cerca de 21,91 mg do placebo foram transferidos para baldo volumétrico de 25 mL com
auxilio de 0,5 mL de NaOH 0,1 M. Deixou-se em ultra-som durante 30 minutos e
completou-se o volume com agua purificada. Posteriormente, filtrou-se a solu¢do em

papel quantitativo.
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6.3.2 Meétodo

Para o acondicionamento inicial do capilar utilizou-se: NaOH 1 M durante 30
minutos, &gua purificada durante 30 minutos, NaOH 0,1 M durante 10 minutos e agua
purificada durante 10 minutos.

Antes do uso diario, o capilar foi acondicionado da seguinte maneira: NaOH 0,1
M durante 10 minutos e agua purificada 10 minutos.

O pré-condicionamento do capilar (Flush) antes de cada determinacdo foi
composto por: NaOH 0,1 M (2 min), agua purificada (2 min) e eletrélito durante 2
minutos.

Depois de cada determinacéo o capilar foi lavado com: NaOH 0,1 M durante 10
minutos e agua purificada durante 10 minutos. O capilar foi mantido com agua, depois
do trabalho diario.

As condicBes analiticas utilizadas no método estdo descritas na Tabela 11
apresentado na sec¢do 5.12.1.3.

A identificagdo de norfloxacino comprimidos utilizando a técnica de EC foi
realizada através da semelhanca entre o tempo de migracdo observado na solucdo de

NOR-SQR e norfloxacino comprimidos.

6.3.3 Parametros de conformidade do sistema eletroforético “System Suitability”

Para verificar o desempenho do equipamento e antes de realizar os experimentos
de validacdo analitica foram efetuadas seis injecbes de NOR-SQR na concentracdo de
20 pug/mL, avaliando os parametros de conformidade do sistema para EC como: desvio
padréo relativo dos parametros: tailing (T), fator de assimetria do pico (S), tempo de

migracao, numero de pratos (N) e area do pico.

6.3.4 Validacdo
6.3.4.1 Especificidade

A especificidade é a capacidade de um método analitico medir a resposta do

analito na presenca de suas impurezas (ICH, 2005). A capacidade indicadora de
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estabilidade do método foi determinada pelas degradacdes neutra, acida, baésica,

oxidativa e fotolitica da solucdo de norfloxacino.

Todas as amostras foram resfriadas, neutralizadas e diluidas para concentracao

de 20,0 ug/mL em baldo volumétrico &mbar de 10,0 mL e filtradas antes da injecé&o.

7
0’0

Degradacéo oxidativa: solubilizou-se 12,5 mg de norfloxacino SQR com
5,0 mL de NaOH 0,1 M em baldo volumeétrico @mbar de 25 mL, cujo
volume foi completado com solucdo de peréxido de hidrogénio (H,0,) a
3 %, levou-se a solucdo ao ultra-som por 30 minutos e completou-se o
volume com a mesma solucdo de perdxido de hidrogénio para a obtencéo
de solug@o com concentracdo de 500,0 pg/mL. Esta solucgéo foi exposta a
temperatura de 80 °C por 4 dias.

Degradacdo &cida e alcalina: solubilizou-se com HCI 0,1 M 12,5 mg de
norfloxacino SQR em baldo volumétrico &mbar de 25 mL, cujo volume
foi completado com solucdo HCI 0,1 M, levou-se a solucdo ao ultra-som
por 30 minutos e completou-se 0 volume com a mesma solugdo de HCI
para a obtencdo de solucdo com concentracdo de 500,0 pg/mL. Os
estudos na condicgéo alcalina foram conduzidos de forma similar, com o
farmaco na concentracdo de 500,0 ug/mL em NaOH 0,1 M. Estas
solugdes foram expostas a temperatura de 80 °C por 4 dias.

Degradacdo neutra e fotolitica: solubilizou-se 12,5 mg de norfloxacino
SQR com 5,0 mL de NaOH 0,1 M em baldo volumétrico ambar de 25
mL, cujo volume foi completado com agua, levou-se a solugéo ao ultra-
som por 30 minutos e completou-se o0 volume com &gua para a obtencdo
de solucdo com concentracdo de 500,0 pg/mL. Acondicionou-se a
degradacédo neutra em temperatura de 80 °C por 4 dias e a degradacao

fotolitica foi exposta & luz ultravioleta (200 W h m™), por 4 dias.

Além dos estudos de degradacdo forcada a especificidade do método foi avaliada

também pela andlise da solucdo de placebo descrita na se¢do 6.3.1.6.
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6.3.4.2 Linearidade

A partir da solucdo de NOR-SQR 500,0 pg/mL descrita na secdo 6.3.1.3,
transferiram-se aliquotas de 0,10; 0,20; 0,30; 0,40; 0,50 e 0,60 mL para balGes
volumétricos ambar de 10 mL, completando-se o volume com agua, obtendo-se
concentragdes de 5, 10, 15, 20, 25 e 30,0 pg/mL. A partir da solugédo de MOX-PI1 500,0
pg/mL descrita na secdo 6.3.1.4, preparou-se uma solucdo de 20,0 ug/mL em baldo
volumétrico &mbar de 10 mL, completando-se o volume com &gua. Em vial com
capacidade de 500 pL foram adicionados 250 uL de NOR-SQR de cada concentragéo e
250 pL da solucdo de 20,0 pg/mL de MOX-PI. As curvas foram preparadas e analisadas
durante trés dias. A equacdo da reta foi determinada através do estudo de regressao
linear, pelo método dos minimos quadrados, e calculada a analise de variancia

(ANOVA), avaliando-se a validade dos parametros estatisticos.

6.3.4.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através do célculo do coeficiente de variagcdo
percentual das amostras, submetidas a ensaios de repetibilidade e precisdo

intermediaria.

6.3.4.3.1 Repetibilidade

Foram realizadas seis determinagfes sucessivas no mesmo dia. Deste modo,
os resultados foram obtidos utilizando as mesmas condi¢Ges experimentais, método,

equipamento e analista.

6.3.4.3.2 Precisdo intermediaria

Avaliou-se a precisdo intermediaria através de analises executadas por
diferentes analistas e em diferentes dias, usando os mesmos lotes de amostras e

método. As analises foram realizadas em trés replicatas.
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6.3.4.3.2.1 Interdias

Analisaram-se trés replicas em trés dias consecutivos, sob as mesmas

condigdes experimentais.

6.3.4.3.2.2 Entre-analistas

Analisaram-se trés replicatas, por dois analistas, sob as mesmas condicdes

experimentais.

A concentracdo de norfloxacino foi obtida através da Equacdo 7 e o valor
percentual de norfloxacino nas amostras foi calculado pela Equacdo 8 descrito
anteriormente na secéo 6.2.3.3.2.2.

6.3.4.4 Exatidao

A exatiddo do método foi estudada pelo ensaio de recuperacdo, no qual
quantidade conhecida de padrdo foi adicionada a amostra. Todas as solucBes finais
foram adicionadas de PI. As amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 29, em
triplicata.

Tabela 29. Preparo de soluc@es para o teste de recuperacdo método eletroforético

NOR comprimidos NOR SQR Concentracao
(500 pg/mL) (500 pg/mL) tedrica final
(mL) (mL) (Hg/mL)*

Amostra 0,1 - 5,00
R1 0,1 0,22 16,0
R2 0,1 0,30 20,0
R3 0,1 0,38 24,0
Padréo - 0,1 5,00

*baldo volumétrico de 10 mL

A percentagem de norfloxacino recuperada foi calculada pela Equacdo 4,

apresentada anteriormente na sec¢do 6.1.3.3.
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6.3.4.5 Limite de deteccdo (LD)

O limite de deteccdo foi determinado a partir da formula descrita na literatura
(ICH, 2005). Com base no teor calculado, preparou-se experimentalmente a solucgéo e

analisou-se em triplicata. A Equacdo 5 na secdo 6.1.3.5 representa o calculo.

6.3.4.6 Limite de quantificagdo (LQ)

O limite de quantificacdo foi calculado a partir da formula descrita na literatura
(ICH, 2005). Com base no teor calculado, preparou-se experimentalmente a solucdo e

analisou-se em triplicata. A Equacdo 6 na secdo 6.1.3.6 representa o calculo.

6.3.4.7 Robustez

A robustez do método foi determinada pela variacdo de pequenos parametros
analiticos como: variacdo do comprimento de onda 277 para 275 e 279 nm, temperatura
do capilar 25°C para 27°C e 23°C, voltagem (kV) 15 para 17 e 13, concentracdo da
solugédo do tampéo (mM) 30 para 32 e 28 e valor do pH do tampé&o 9,0 para 9,2 e 8,8.
Foram analisadas seis replicatas na concentragdo de 20,0 pg/mL de norfloxacino para
cada variacdo. As respostas obtidas foram avaliadas quanto ao desvio padrdo relativo

dos valores das areas.

6.3.5 Resultados

As condicBes eletroforéticas estdo apresentadas na secdo 5.12.1.3 indicadas na
Tabela 11. No eletroferograma tipico obtido pelo método proposto, demonstrando a
resolucdo e a assimetria do pico correspondente ao NOR-SQR, é apresentado na Figura
33. O tempo de migracdo observado em 4,1 minutos permitiu rapida determinacéo do

farmaco, contribuindo com a sua determinacgdo para o controle de qualidade.
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Figura 33. Eletroferograma de norfloxacino SQR com concentra¢do de 20,0 pug/mL,

tempo de migragdo: padrdo interno (PI) de 3,8 minutos e NOR-SQR 4,1 minutos

PI

o

NOR-5QR

6.3.5.1 Conformidade do sistema

Na Tabela 30 estdo apresentados os resultados dos parametros avaliados de

conformidade do sistema obtidos pelo método eletroforético, bem como os valores

preconizados. Todos os valores encontrados foram calculados automaticamente pelo

software.

Lucas Chierentin



Andlise Quantitativa 145

Tabela 30. Pardmetros avaliados na andlise de adequabilidade do sistema eletroforético
desenvolvido para quantificagdo de norfloxacino

Parametros avaliados

Recomendacéo

S<2 T<1 N > 2000 - -
(FDA, 1994; USP, 2008)
Assimetria USP Pratos tedricos Tempo de Area
tailing migracao (min) absoluta

1,00 1,09 10422 4,22 1,85
1,00 1,07 10346 4,21 1,86
0,99 1,09 10379 4,22 1,86
1,01 1,08 10246 4,29 1,85
1,00 1,09 10424 4,22 1,85
1,02 1,06 10313 4,22 1,86
Média 1,00 1,08 10355 4,22 1,86
DPR? (%) 1,02 1,17 0,66 0,75 0,42

% desvio padrao relativo; S = assimetria; T = tailing factor; N = n° pratos

O teste de conformidade do sistema é essencial para assegurar a qualidade no
desempenho do sistema eletroforético (FDA, 1994; USP, 2008).

6.3.5.2 Especificidade e estudos de degradacéo forcada

As degradacdes forcadas foram realizadas para verificar as propriedades
indicadoras de estabilidade do método analitico. As Figuras 34, 35, 36, 37 e 38 mostram
os eletroferogramas obtidos apds as degradacfes oxidativa, bésica, &cida, neutra e
fotolitica, respectivamente, com os picos correspondentes aos produtos de degradacdo
(PD1 e PD2).

Os eletroferogramas obtidos através de andlise da solucdo de NOR-SQR e da

solucdo placebo podem ser visualizados na Figura 39.
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Figura 34. Eletroferograma da solucdo de norfloxacino SQR com concentracdo de 20,0
ug/mL, submetida a degradacdo em meio oxidativo (H,O, 3%) durante 96 horas

Figura 35. Eletroferograma da solugéo de norfloxacino SQR com concentragédo de 20,0
pg/mL, submetida a degradacdo em meio basico (NaOH 0,1 M)durante 96 horas

Figura 36. Eletroferograma da solucdo de norfloxacino SQR com concentracao de 20,0
pg/mL, submetida a degradacdo em meio &cido (HCI 0,1 M) durante 96 horas
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Figura 37. Eletroferograma da solucéo de norfloxacino SQR com concentracdo de 20,0
ug/mL, submetida a degradacdo em meio neutro, durante 96 horas

Figura 38. Eletroferograma da solugéo de norfloxacino SQR com concentragéo de 20,0
ng/mL, submetida a degradacao fotolitica, durante 96 horas

Figura 39. Eletroferogramas de NOR-SQR com concentragdo de 20,0 ug/mL e solugdo
de placebo. Tempo de migragédo: padrdo interno (PI) de 3,8 minutos e NOR-SQR 4,1
minutos
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6.3.5.3 Linearidade

Na Tabela 31 estdo apresentados os valores das areas absolutas obtidas pelas

diferentes concentragdes de norfloxacino SQR.

Tabela 31. Valores das areas referentes ao pico de norfloxacino-SQR para construcdo

da curva analitica do método eletroforético

Concentracao

Areas? absolutas
(Mg/mL)

Area absoluta
média + DP®

DPR® (%)

0,5589
5 0,5528
0,5599

1,0350
10 1,0180
1,0130

1,5269
15 1,5836
1,5427

2,0238
20 2,0878
2,0977

2,4402
25 2,4073
2,4223

2,9710
30 2,9010
2,8958

0,5570 + 0,0038 0,69

1,0220 + 0,0115 1,13

1,551 +0,0292

2,070 +0,0164

2,423 + 00,0164

2,923 +0,0420

1,89

1,94

0,68

1,44

2Valor médio de trés determinacBes/ "DP = Desvio padrdo/ °DPR = desvio padrdo

relativo

A curva analitica de norfloxacino SQR (Figura 40) foi construida com as médias

dos valores das areas de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade.
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A equacdo da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, € y =

0,0946x + 0,1027, com coeficiente de determinacéo (r?) igual a 0,9975.

Figura 40. Curva analitica de norfloxacino SQR obtida pelo método eletroforético,
utilizando como eletrélito solucdo tampao tetraborato de sédio 30 mM pH 9,0 a 277 nm

0 ‘

y = 0,0946x + 0,1027

R2=0,9975

0 10

30 40

Concentragéo (ug/mL)

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de norfloxacino SQR é

mostrada na Tabela 32.

Tabela 32. Anélise de variancia dos valores de area determinados na obtencéo da curva

analitica de norfloxacino SQR, utilizado o método eletroforético

Fontes de Graus de Soma de Quadrado médio F F
variacao liberdade guadrados calculado  tabelado
Entre 5 11,76753 2,35351 3037,97* 3,11
concentracdes
Regresséo 1 11,76750 11,76750 15189,81* 4,75
linear
Desvio da 4 0,00003 0,0000075 0,00968 3,26
linearidade
Residuo 12 0,0092964 0,000775697
Total 17 11,77682

“Significativo para p<0,05%
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6.3.5.4 Precisio

A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade (intradia),
expressando-se os resultados com base no desvio padrdo relativo. Seis solugbes de
norfloxacino SQR preparadas na concentracdo de 20,0 pg/mL foram submetidas a
analises sucessivas, e 0s dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condic¢des
experimentais, laboratorio e analista, forneceram DPR de 0,46%.

Para a determinacdo da precisao interdias realizaram-se analises do padréo e da
amostra, em trés dias consecutivos, obtendo-se valores experimentais de teores médios
de 102,06%, com DPR de 1,27%, respectivamente. Na precisdo entre-analistas, foram
avaliadas por dois analistas, obtendo-se valores experimentais médios de 102,14%, com

DPR de 0,63%, respectivamente, conforme demonstrado na Tabela 33.

Tabela 33. Valores determinados para a precisao interdias e entre-analista do método

para norfloxacino comprimidos pelo método eletroforético

Interdias Entre-analistas
_ Teor? Teor* DPR® _ Teor? Teor® DPR®
Amostra Dia Analista
(mg/lcomp.) (%) (%) (mg/comp.) (%) (%)
1 402,28 100,57 A 406,28 101,57
0,63
1 2 410,88 102,72 1,27 B 410,88 102,72

3 411,60 102,90

Intradia 407,64 101,91  0,46°

a c

média de trés determinacdes; ° DPR% = desvio padrdo relativo; ¢ média de seis

determinacgOes
6.3.5.5 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, no qual
quantidade adicionada de padrdo é adicionada a quantidade conhecida de amostra. Na
Tabela 34 sdo apresentados os valores de recuperacdo obtidos para cada nivel de
concentracdo testado pelo método cromatografico em que a porcentagem média foi de
101,31%.
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Tabela 34. Determinacgdo da exatiddo do método analitico para anélise de norfloxacino
pelo método eletroforético

NOR SQR NOR SQR Recuperagéo b
o Recuperagédo o DPR
adicionado encontrado? média
(%) (%)
(Hg/mL) (Hg/mL) (%)
R1 11,0 11,16 101,46
R2 15,0 14,95 99,70 101,31 1,52
R3 19,0 19,78 102,77

* média de trés determinacdes
DPR = desvio padréo relativo

6.3.5.6 Limites de deteccéo e quantificacao

A sensibilidade do método cromatogréafico foi determinada através dos limites
de deteccdo (LD) e de quantificagéo (LQ). O valor calculado para a menor concentragao
detectada pelo processo analitico foi 1,12 pg/mL e o LQ calculado para a menor

quantidade detectada foi 3,41 pg/mL.

6.3.5.7 Robustez

A robustez do método foi determinada peca variagdo de alguns parédmetros
analiticos como variagdo do comprimento de onda, temperatura do capilar, voltagem
(kV), concentracdo da solucdo do tampédo (mM) e valor do pH do tampé&o. Na execucéo
de anélises sob parametros alterados de modo isolado, os teores obtidos ndo apresentam
diferenca significativa e os coeficientes de variagdo obtiveram média de 1,28%,
comprovando a robustez do método proposto, frente aos pequenos parametros avaliados

de acordo com a Tabela 35.
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Tabela 35. Parametros de avaliacdo da robustez do método eletroforético para analise
de norfloxacino

Norfloxacino®  Norfloxacino® DPR"

Variavel Faixa Investigada (mg/comp.) (%) (%)
_ 275 409,72 102,43
Comprimento 277 407,72 101,93 1,13
de onda (nm)
279 413,08 103,27
Temperatura 23 411,12 102,78
do capilar 25 403,84 100,96 1,35
(°C) 27 411,60 102,09
13 403,56 100,89
Voltagem 406.72
(kV) 15 : 101,68 1,72
17 406,48 101,62
c traca 18 409,16 102,29
oncentracao
da solucéo do 20 409,84 102,46 0,88
tampao (mM) 22 407,80 101,95
8,8 405,44 101,36
Valor do pH 9,0 412,00 103,00 1,03
9,2 409,04 102,26

* média de trés determinacdes
DPR = desvio padrdo relativo

6.3.6 Discussao

A eletroforese capilar € um dos métodos de separacdo que tem sido empregada
em diversas areas da ciéncia, onde também passou a ser um dos métodos analiticos mais
utilizados para fins qualitativos e quantitativos. A combinacdo desta técnica
cromatografica com deteccdo ultravioleta fornece um método preciso, exato e robusto
para a analise quantitativa dos produtos farmacéuticos (WATSON, 2005).

As condicdes eletroforéticas adequadas para o ensaio foram obtidas apds

diversos ensaios preliminares. A agua ultrapura foi escolhida para o preparo das
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diluicBes das amostras, apesar da solubilidade limitada do farmaco nesse solvente, e
tampdo tetraborato de sédio como eletrélito. O tempo de migracdo observado para
NOR-SQR foi de 4,1 minutos, propiciando andlise rapida, adequada para o controle de
qualidade de rotina.

A linearidade do método foi avaliada através do desenvolvimento de uma curva
analitica, na faixa de concentragdo de 5,0 a 30,0 pg/mL. Foram desenvolvidas trés
curvas analiticas no mesmo dia. Observou-se haver correlacdo linear entre a
concentracdo de NOR-SQR e as areas absolutas obtidas. O estudo de regressdo linear
pelo método minimos quadrados forneceu uma equacéo da reta y = 0,0946x + 0,1027. O
coeficiente de determinacdo de 0,9975, demonstra elevada concordancia entre as
concentracOes utilizadas e as areas absolutas obtidas. Os resultados da ANOVA
mostraram haver regressdo linear significativa e auséncia de desvio de linearidade, o
que confirma a linearidade do método.

A especificidade foi comprovada pela separacdo dos produtos de degradacgédo
(PD1 e PD2) submetidos a degradacdo oxidativa, acida e fotolitica. A degradacao
oxidativa foi a mais agressiva com um pico extra em 4,74 minutos. As degradacoes
expostas aos meios basico e neutro ndo apresentaram degradacdes. A Tabela 36
apresenta os valores, em percentagem, das perdas da area do pico do NOR-SQR e os
tempos de migracdo dos picos extras das respectivas condi¢cdes de degradacdes. A
especificidade do método também foi avaliada através de uma solugdo de excipientes e
demonstrou ndo haver interferéncia dos excipientes presentes na formulacdo na
determinacdo de norfloxacino, pois ndo foi observado nenhum pico com tempo de

migracdo semelhante ao do farmaco.

Tabela 36. Perdas percentuais encontradas para a solugdo de NOR-SQR na
concentragédo de 30 ug/mL, obtidas pelo método de EC indicativo de estabilidade

Degradagéo Oxidativa Acida Base Neutra Fotolitica
Perda (%) 1,20 e 3,77 1,59 1,93 0,80 0,93
Pico adicional (min) 408¢e4,74 3,6 NO NO 3,9

NO: Nao Observado
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Comparando-se a especificidade do método CLAE com a EC, pode-se concluir
que mesmo a técnica de EC usando um detector de DAD e em CLAE um detector UV-
Vis, a sensibilidade para deteccdo dos produtos de degradacgdes foi mais sensivel pelo
método CLAE.

Os dados para a repetibilidade e precisdo intermediaria apresentam DPR de
0,46% indicando ser menos que 2% de acordo com a literatura (ICH, 2005).

O teste de recuperacdo de NOR-SQR forneceu uma porcentagem de recuperacao
média de 101,31%. Este valor demonstra a boa exatiddo do método proposto.

O método eletroforético apresentou boa sensibilidade para a quantificacdo de
norfloxacino, uma vez que os valores calculados para o LD (2,93 pg/mL) e LQ (0,091
pg/mL) foram baixos.

A robustez do método eletroforético de modo isolado, indicou que o método é
robusto em todas as alteracdes.

A EC é uma técnica de facil implementacdo, com inUmeras vantagens como a
alta eficiéncia nas separacdes, analises rapidas, simples instrumentacdo, reduzidos
custos de operacdo, oferece uma variedade de modos de separacdo que podem ser
efetuados em um mesmo capilar, possibilitando a analise de compostos oriundos de
diversas matrizes e na maioria das vezes ndo necessita de grandes tratamentos da
amostra. Além disso, normalmente ndo é necessario o uso de solventes organicos

empregados como fase movel, sendo uma grande vantagem para 0 meio ambiente.

6.4  Método microbioldgico — Ensaio turbidimétrico

As farmacopeias, em geral, preconizam dois métodos para realizacdo de
doseamentos microbioldgicos de antibidticos: o método turbidimétrico e o método de
difusdo em agar (EP, 2010; FB 5, 2010; BP, 2011; USP 35, 2012).

No método de difusdo em agar, a substancia em andlise se difunde em um meio
de cultura solido inoculado com o micro-organismo teste (FB 4, 2001; FROEHLICH et
al., 1990a). Ap6s 24 horas observa-se em sua difusdo, um halo de inibicdo de
crescimento do micro-organismo, cujo didmetro é uma fungdo da concentracdo da
amostra. A poténcia do antimicrobiano é obtida atraves da comparacdo com os dados do
padrdo (HEWITT, 2004).
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No ensaio turbidimétrico, utiliza-se meio de cultura liquido, sendo inoculado
com micro-organismo teste em diferentes tubos sdo adicionadas concentragoes
graduadas da amostra e do padrdo. Apds um determinado tempo a resposta do micro-
organismo teste a acdo do antimicrobiano € evidenciada pela alteracdo da turvacéo do
meio de cultura liquido, sendo medida em espectrofotdmetro. A resposta do micro-
organismo ¢ funcdo direta da concentragdo da substancia ativa do fa&rmaco presente no
produto, comparadas ao padrdo (HEWITT, 2004).

6.4.1 Material

O meio de cultura, 4gua e ponteiras foram esterilizados em autoclave por 15
minutos a 121 °C. Para incubacao dos micro-organismos utilizou-se aparelho incubador
Shaker e estufa para cultura bacteriolégica. Para as leituras, utilizou-se
espectrofotdmetro.

Foram empregados tubos de ensaio com 25,0 mm de didmetro x 150,0 mm de
altura devidamente tampados com algodéo.

A substancia quimica de referéncia e a forma farmacéutica utilizadas estéo

descritas nos itens 4.2 e 4.3.

6.4.1.1 Ensaios preliminares

Foram realizados estudos preliminares para a realizagdo do ensaio
microbioldgico turbidimétrico para determinacdo de norfloxacino de acordo com a
Tabela 37.
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Tabela 37. Parametros testados durante o desenvolvimento do ensaio microbiologico —

turbidimétrico para determinacdo de norfloxacino em comprimidos

Parametros Descricéo

Bacillus subtilis ATCC 9372 1AL 1027
Kocuria rhizophila ATCC 9341 IAL 636
Micro-organismos Saphylococcus epidermidis ATCC 12228 1AL 2150
Saphylococcus aureus ATCC 6538 1AL 1851
Escherichia coli ATCC 10536 IAL 2393

Caldo BHI
Meios de cultura Caldo Casoy
Caldo Mueller-Hinton

Agua
Solucgdes diluentes Solucéo tampéo pH 6,0

Solucédo tampéo pH 8,0

4%

Concentrac6es do indculo

6 %
10 %

Concentrac0es das
solucGes padréo e amostra

5,0; 10,0; 20,0 pg/mL
25,0; 50,0; 100,0 pg/mL

A partir dos resultados obtidos com os testes preliminares, estabeleceram-se os
parametros que apresentam o melhor desempenho na analise para a realizacdo do

doseamento microbiologico (Tabela 38).
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Tabela 38. Parametros estabelecidos para a determinagdo de norfloxacino em

comprimidos pelo método turbidimétrico

Parametros Descrigéo
_ ) Saphylococcus epidermidis ATCC 12228 1AL
Micro-organismo
2150
Meio de cultura Caldo BHI
Soluc&o diluente Agua
Concentracéao do inéculo 6 %

Concentracg0es das
25,0; 50,0; 100,0 pg/mL
solucdes padréo e amostra

Tempo de incubacao 4 horas

Temperatura de incubacéo 35+1°C

6.4.1.2 Preparo da solucdo de norfloxacino SQR

Sistematicamente foram pesados 12,5 mg de norfloxacino SQR em balanca
analitica, sendo transferidos com auxilio de 10 mL de NaOH 0,1 M a bal&o volumétrico
ambar de vidro devidamente calibrado com capacidade de 25 mL. Levou-se ao ultra-
som por 30 minutos para garantir total dissolucdo, finalmente completando-se o volume
com agua purificada, obtendo-se uma solucdo de norfloxacino SQR de concentragédo
final de 500 pg/mL.

A partir da solucdo acima, foram transferidas aliquotas de 500; 1000 e 2000 pL
com auxilio de micro-pipetador automatico para baldo volumétrico ambar de 10 mL,
para obtencdo de solucbes com concentracdes finais de 25, 50 e 100 pg/mL de

norfloxacino SQR e o volume completado com agua purificada e esterilizada.

6.4.1.3 Preparo da solugdo de norfloxacino comprimidos

No preparo de norfloxacino comprimidos partiu-se do peso médio de 20
comprimidos de norfloxacino. Posteriormente foram pesados 21,91 mg do farmaco em
balanca analitica, sendo transferidos com auxilio de 10 mL de NaOH 0,1 M a baldo
volumétrico ambar de vidro devidamente calibrado com capacidade de 25 mL. Levou-se

ao ultra-som por 30 minutos para garantir total dissolucéo, finalmente completando-se o
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volume com &gua purificada, obtendo-se uma solugdo de norfloxacino comprimidos de
concentragdo final 500 pg/mL. Posteriormente, filtrou-se a solugcdo em papel
quantitativo.

A partir da solugédo acima, foram transferidas aliquotas de 500; 1000 e 2000 uL
com auxilio de micro-pipetador automatico para baldo volumétrico ambar de 10 mL,
para obtencdo de solugBes com concentracfes finais de 25, 50 e 100 pg/mL de

norfloxacino comprimidos e o volume completado com agua purificada e esterilizada.
6.4.1.4 Manutencao das cepas e preparo do meio de cultura

Foram utilizados meio de cultura &gar casoy, para a manutencdo dos micro-
organismos teste.

Os meios foram preparados conforme indicado pelos fabricantes em seus
respectivos rétulos, sendo dissolvidos em agua destilada sob aquecimento, distribuidos
nos tubos de ensaio (7 mL/tubo) e esterilizados em autoclave (condigdes: 121 °C, 1 atm)

durante 15 minutos.

6.4.1.5 Preparo do inéculo

As culturas de Saphylococcus epidermidis ATCC 12228 (American Type
Culture Collection) IAL 2150 (Instituto Adolfo Lutz) foram repicadas com alca de
platina para o caldo BHI e mantidas, para seu desenvolvimento, em estufa
microbioldgica a temperatura de 35 °C £ 1 °C, durante 24 horas anteriores a realizacao
do experimento. Padronizou-se o in6culo a 580 nm em espectrofotdmetro, obtendo-se
transmitancia de 25% + 2%. O meio de cultura padronizado foi preparado e utilizado

imediatamente.

6.4.1.6 Preparo do placebo

Para o uso do placebo utilizou-se 0 mesmo placebo elaborado na sec¢éo 6.1.1.4.

Cerca de 21,91 mg do placebo foram transferidos para baldo volumétrico de 50
mL com auxilio de 10,0 mL de NaOH 0,1 M. Deixou-se em ultra-som durante 30
minutos e completou-se o volume com agua purificada. Apos filtracdo, transferiram-se
500, 1000 e 2000 uL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com

agua.

Lucas Chierentin



Andlise Quantitativa 159

6.4.2 Método

Primeiramente procedeu-se o preparo do in6culo como descrito na sec¢do 6.4.1.5,
em seguida, distribuiu-se em tubos idénticos contendo 10,0 mL de caldo brain heart
infusion (BHI) estéril, 200 pL de cada uma das solu¢bes do padrdo e da amostra
descritas nos itens 6.4.1.2 e 6.4.1.3, respectivamente. Adicionou-se em cada tubo, 600
uL de caldo nutriente inoculado. Foram usados 20 tubos para o ensaio por retas
paralelas 3 X 3, sendo trés tubos para cada concentracdo do padrdo e da amostra, um
para o controle positivo (contendo caldo e 600 pL de indéculo, sem adicdo de
norfloxacino) e um para controle negativo (contendo apenas o caldo BHI). Para cada
concentracdo do padrdo e da amostra foram feitas 3 réplicas.

Incubou-se, em banho-maria com agitador orbital, a temperatura de 35,0 °C +
1,0 °C, por 4 horas. Apds o periodo de incubacdo, interrompeu-se a multiplicacdo dos
micro-organismos pela adicao de 500 pL de solucdo de formaldeido 12% em cada tubo.

Determinou-se a absorvéncia para cada tubo em espectrofotdbmetro, no
comprimento de onda de 530 nm. O aparelho foi padronizado em absorvancia zero
através do branco contendo 10,0 mL de caldo BHI e 500 puL de formaldeido 12%

(controle negativo).

6.4.2.1 Obtencéo da curva analitica

A curva analitica foi obtida conforme descrito na se¢do 6.4.2. Analisou-se uma
curva em cada dia, durante trés dias consecutivos. Cada ponto de cada curva foi

preparado em triplicata.

6.4.2.2 Calculo da poténcia de norfloxacino comprimidos

A poténcia do medicamento foi calculada pela equacdo de Hewitt (2004). A
Equacdo 9 utiliza as médias das leituras de absorvancias dos tubos obtidas com as trés
doses de norfloxacino SQR e comprimidos, nos 18 tubos analisados em cada ensaio.
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Poténcia (%) = Antilog M x 100

M—F b—E
b T

(9)

Em que:

M =F/b; b=E/l; 1 =log R, R¢ a razdo das doses;
F=1/3[(A1+ A2+ A3) — (P1+ P2+ P3)]

| = logaritmo da razéo das doses

E = 1/4 [(A3+ P3) — (A1+ P1)]

6.4.3 Validagdo
6.4.3.1 Linearidade

A curva analitica final foi construida a partir da média de trés curvas analisadas
em trés dias diferentes, cada uma composta por 18 tubos, conforme descrito na segéo
6.4.2.1. Os dados obtidos na construcdo da curva analitica foram analisados para
obtencdo da equacdo da reta pelo método dos minimos quadrados e a verificacdo da

linearidade e paralelismo foi constatada através da ANOVA.

6.4.3.2 Precisao

A precisdo foi avaliada pela realizagdo de ensaios de doseamento de
norfloxacino comprimidos durante trés dias seguidos (secdo 6.4.2.2) (repetibilidade) e
precisdo intermediaria. Os desvios padrdo relativo dos dados foram calculados

estatisticamente.

6.4.3.3 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo teste de recuperacdo. Foram
adicionados trés niveis de concentracdes, 80, 100 e 120,0 % de padrdo as amostras. O
estudo foi realizado em triplicata de acordo com a Tabela 39. A porcentagem de

recuperacao foi calculada para cada caso.
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Tabela 39. Preparo das solugfes para o teste de recuperacdo do método microbioldgico

turbidimétrico

Norfloxacino Norfloxacino Concentracdo Concentragdo
amostra SOR tedrica final tedrica
(500 pg/mL) (500 pg/mL) (ng/mL)* (%)
Amostra 0,5 - 25,0 -
R1 0,5 0,3 40,0 80,0
R2 0,5 0,5 50,0 100,0
R3 0,5 0,7 60,0 120,0
Padréo - 0,5 25,0 -

*baldo volumétrico ambar de 10 mL

6.4.3.3.1 Calculo do teste de recuperacao

A porcentagem de recuperagdo (R%) foi determinada de acordo com a Equacdo 10:

Recuperagio (%) = (PR/PT).100
(10)

Em que:

PR = poténcia encontrada nas amostras de recuperacéo

PT = Poténcia tedrica

6.4.3.4 Especificidade

A especificidade do método proposto foi avaliada pela comparacéo da resposta
obtida para a substancia ativa na auséncia (SQR) e presenca (placebo) dos excipientes.
Prepararam-se 0s tubos de acordo com a se¢do 6.4.1.6 e fez-se a leituras dos tubos em

espectrofotdbmetro a 530 nm.

6.4.3.5 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada por meio de modificagcbes nas
condigOes estabelecidas, tais como: tempo de incubagdo (3h45min; 4h; 4h15min) e
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comprimento de onda de leitura dos tubos (525, 530, 535 nm). Realizou-se a analise de
poténcia das amostras de norfloxacino em condi¢es normais e alteradas paralelamente,

avaliando a interferéncia no resultado final.
6.4.4 Resultados
6.4.4.1 Linearidade

Os valores das absorvancias dos tubos, obtidos durante avaliagdo da linearidade
do método, para as solugbes em diferentes concentracbes de norfloxacino SQR e

comprimidos encontram-se na Tabela 40.

Tabela 40. Leitura das absorvancias obtidas na avaliacdo de linearidade para avaliagcdo

de norfloxacino comprimidos, pelo método turbidimétrico

Absorvancias?

P1 P2 P3 Al A2 A3
(25 pg/mL) (50 pg/mL) (100 pg/mL) (25 pg/mL) (50 pg/mL) (100 pg/mL)
0,575 0,453 0,311 0,582 0,461 0,323
0,569 0,456 0,314 0,590 0,457 0,316
0,548 0,434 0,318 0,547 0,433 0,331
ABS
o 0,564 0,448 0,314 0,573 0,450 0,323
média
DPR%" 2,51 2,67 1,12 3,99 3,36 2,32

* média de trés determinagdes
Y DPR% = desvio padrio relativo

As curvas analiticas de norfloxacino SQR e comprimidos (Figura 41) foram
construidas com as médias dos valores das absorvancias de trés curvas analiticas obtidas
durante os ensaios de linearidade e paralelismo. As equacgdes da reta, determinadas pelo
método dos minimos quadrados, sdo: y = -0,18Ln(x) + 1,153, com um coeficiente de
determinacéo (r?) igual a 0,9999, para o norfloxacino SQR e y = -0,18Ln(x) + 1,146,
com r® de 0,9985, para o farmaco em comprimidos.
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Figura 41. Curvas analiticas de solucGes de norfloxacino SQR e comprimidos, em

concentragdes de 25, 50 e 100,0 pg/mL, obtidas pelo método turbidimétrico.

0,70 -
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0,20 - 2.
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0,10 -

) ! ! =f=3
1 10 100

Ln da concentracdo (ug/mL)

A ANOVA calculada para os dados das curvas analiticas de norfloxacino é

mostrada na Tabela 41.
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Tabela 41. Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencéo

das curvas analiticas de norfloxacino SQR, utilizando o método turbidimétrico

Fontes de Graus de Soma de Quadrado
) ) o F calculado F tabelado
variacao liberdade quadrados medio
Preparacédo 1 0,0002 0,0002 1,55 4,96
Regresséo 1 0,1870 0,1870 1357, 81* 4,96
Desvio de 1 0,0000 0,0000 0,00 4,96
paralelismo
Quadratico 1 0,00001 0,0001 0,83 4,96
Diferenca de
_ 0,00000 0,0000 0,29 4,96
quadratico
Entre doses 5 0,19 0,04 272,10* 3,33
Entre tubos 2 0,000 0,00 3,45 4,10
Dentro (erro) 10 0,00 0,00
Total 17 0,19

* Significativo para p < 0,05

6.4.4.2 Precisao

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade (intradia),
expressando-se os resultados com base no coeficiente de variacdo de sete tubos com a
dose intermediaria de norfloxacino SQR. Os dados obtidos no mesmo dia, sob as
mesmas condigdes experimentais, laboratério e analista, forneceram desvio padréo
relativo de 1,33%. Para a determinacdo da precisdo interdias realizaram-se analises de
uma amostra, em quatro dias consecutivos, obtendo-se valor experimental médio de
poténcia de 102,05%, com DPR de 0,21%. Os resultados obtidos na avaliacdo da

precisdo interdias sdo mostrados na Tabela 42.
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Tabela 42. Valores determinados para a poténcia de norfloxacino em comprimidos na

avaliacdo da precisdo do método turbidimétrico

bia Norfloxacino comprimido® Poténcia média DPR"
mg/comprimido % (%) (%)
1 408,92 102,23
2 408,48 102,12 102,05 0,21
3 407,24 101,81
Intradia 408,80 102,20 - 1,33

® média de trés determinagdes
® DPR% = desvio padrio relativo

6.4.4.3 Exatidao

Determinou-se a exatiddo do método através do teste de recuperacdo. Obteve-se
valor médio de exatiddo de 100,74%. Os resultados do teste de recuperacdo estdo

representados na Tabela 43.

Tabela 43. Valores do teste de recupera¢do do método turbidimétrico

NOR SQR NOR SQR
Recuperagcdo Recuperagao

adicionado  encontrada?® _ DPR® (%)
(%) média (%0)
(ng/mL) (ng/mL)
R1 15,0 15,65 103,03
R?2 25,0 24,91 98,86 100,74 1,55
R3 35,0 35,32 100,34

* média de trés determinacdes
Y DPR% = desvio padrio relativo
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6.4.4.4 Especificidade

Na avaliacdo da especificidade do método microbiolégico avaliou-se as

absorvancias dos tubos a 530 nm, verificando a auséncia de atividade microbiana dos

excipientes do placebo (PL) (Tabela 44).

Tabela 44. Valores do teste de especificidade do método turbidimétrico

Absorvancias

Controle Positivo PL® (25 pg/mL) PL (50 pg/mL) PL (100 pg/mL)
0,659 0,626 0,670 0,655
0,662 0,650 0,640
0,660 0,652 0,660
ABS média 0,649 0,657 0,651
DPR (%)" 3,11 1,67 1,59

®PL = Placebo; " DPR = desvio padréo relativo

6.4.4.5 Robustez

A robustez foi avaliada através de alterages no tempo de incubagdo e

comprimento de onda de leitura dos tubos (Tabela 45). As alteracdes realizadas

provocaram pequenas variagdes nos resultados de teores das amostras de norfloxacino

comprimidos doseadas pelo método. Os desvios padrdo relativos entre os teores foram

de 4,45% e 2,27%, estando dentro da faixa que é de 5% comprovando a robustez do

método proposto para os parametros avaliados (Tabela 6.3.7), porém o doseamento em

relacdo ao tempo de incubacdo de 3h45min (93,12%) esta fora da faixa indicado nas
farmacopeias 95 a 105,0% (FB 5, 2010; BP, 2011), sendo assim ndo devera ocorrer

mudanca no tempo de incubacdo durante o teste.
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Tabela 45. Resultados da avaliacdo da robustez do método analitico para andlise de

norfloxacino por turbidimetria

B o _ Norfloxacino®  Norfloxacino® DPR®
Variavel Faixa investigada
(mg /comp.) (%) (%)
Tempo de incubagéo 3h45 372,48 93,12 A5
(°C) 4h 392,12 98,03 ’
4h15 407,57 101,89
525 397,12 99,28
Comprimento de
530 380,08 95,08 2,27
onda (nm)
535 384,12 96,03

* média de trés determinacdes
® DPR% = desvio padrio relativo

6.4.5 Discussao

O método de turbidimetria apresenta a vantagem de ser mais sensivel,
utilizando-se meio fluido onde a solu¢do em andlise se difundird completamente e
também por possuir menor tempo de analise do que o por difusdo em agar, ja que
responde as concentragdes menores de antimicrobiano. Por outro lado, tem
desvantagens como: solugdes coloridas e turvas podem interferir na determinagdo da
resposta; h& necessidade das solucBes padrdo e amostra estarem estéreis; ha
interferéncia causada pela presenca de substancias inibidoras e ativadoras de
crescimento microbiano, como por exemplo, solventes organicos utilizados em
processos extrativos e substancias presentes na amostra (RIPPERE, 1979).

O teste microbioldgico permite determinar a poténcia de um antimicrobiano,
através da turbidez (absorvancia), causada pelo crescimento do micro-organismo.

No desenvolvimento deste método foram escolhidas as concentragGes de 25, 50
e 100,0 ug/mL, uma vez que apresentam a melhor resposta da substancia em analise,

como recomendado pela Farmacopeia Brasileira (2010). A utilizagdo do micro-
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organismo S epidermidis baseia-se na sua sensibilidade frente ao norfloxacino e na
facilidade de crescimento e manutengdo deste micro-organismo.

Na validacdo do método microbiologico turbidimétrico, a linearidade do método
foi comprovada pelos coeficientes de determinacdo de 0,999 e 0,998 para norfloxacino
SQR e comprimidos, respectivamente, os quais foram bastante proximos da unidade. A
analise de variancia demonstrou significativa regressdo e auséncia de desvios de
linearidade e paralelismo nas curvas analiticas originadas da substancia quimica de
referéncia e amostra. O teste de especificidade evidenciou que os excipientes utilizados
ndo influenciam no teste. A precisdo do método foi avaliada através dos desvios padrao
relativos dos teores de norfloxacino comprimidos obtidos em trés diferentes dias. Com
resultado médio de teor de 102,05% e desvio padrdo relativo 0,21%, a precisdo do
método foi comprovada, estando de acordo com as monografias para antimicrobianos
em compéndios oficiais que é de 95,0 a 105,0% (FB 5, 2010; BP, 2011).

A exatiddo do método foi comprovada pelo ensaio de recuperacdo, sendo
estimada médias de 100,74% para o ensaio turbidimétrico.

As pequenas alteracOes efetuadas nos parametros do método durante a avaliacdo
da robustez ndo causaram efeitos significativos na analise. Entretanto, os parametros
estabelecidos devem ser respeitados. A validacdo do método foi satisfatoria atenderam
as especificagbes nacionais e internacionais para adequada quantificacdo de

norfloxacino comprimidos.

6.5  Analise comparativa dos métodos

Para a comparacdo dos métodos estudados foi aplicado a analise estatistica de
variancia (ANOVA). Os ensaios de comparacdo devem prover de dados suficientes
para provar a sua equivaléncia em um determinado intervalo (USP 35, 2012). Os
resultados obtidos na determinacdo quantitativa de norfloxacino, pelos métodos

propostos neste trabalho, encontram-se na Tabela 46.
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Tabela 46. Avaliacdo comparativa dos teores médios obtidos nos quatros métodos
validados usando CLAE, EC, espectrofotometria na regido do visivel e doseamento

microbioldgico pelo método turbidimétrico

Métodos

Parametro

CLAE EC Visivel  Turbidimétrico

102,41 100,57 102,65 102,23
Teor (%) 103,6 102,72 102,71 102,12

102,5 102,90 102,75 102,81

Teor médio (%) 102,83 102,06 102,70 102,05

DPR (%)? 0,04 1,29 0,64 0,21

®DPR(%) = desvio padréo relativo

A Tabela 47 mostra o resultado de ANOVA calculado, utilizando os valores

experimentais do teor de norfloxacino comprimidos, a partir dos métodos validados.

Tabela 47. Anélise de variancia dos resultados obtidos no doseamento de norfloxacino

comprimidos pelos métodos desenvolvidos

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F F
variagao liberdade  quadrados medio calculado tabelado
Tratamentos 3 1,54 0,51 0,95 4,06
Residuo 8 4,33 0,54
Total 11 5,88

significativo para p<5%

Os resultados obtidos através da ANOVA demonstram ndo haver diferenca

significativa entre os métodos propostos, para um nivel de significancia de 5%. Desta
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forma, os métodos validados séo equivalentes, ou seja, o resultado comprova que 0s
métodos sdo intercambidveis, sendo adequados para a determinacdo quantitativa do
farmaco na forma farmacéutica.

A media dos valores experimentais obtidos pelos métodos CLAE, EC,
espectrofotometria na regido do visivel e método microbioldgico encontram-se dentro
do intervalo permitido para a maioria dos antimicrobianos que € de 90 a 110% (F. Bras.
IV, 1998; FB 5, 2010; BP, 2011; USP 35, 2012).

Os métodos foram validados em relagdo aos parametros estabelecidos em
regulamentos oficiais, nacionais e internacionais. Apesar de demonstrarem
intercambialidade, cada método possui caracteristicas préprias, tais como tempo, custo
da anélise, geracdo de residuos, manuseio e equipamento sofisticado ou ndo. Entretanto
alguns métodos sdo mais especificos e adequados para a andlise de rotina em
laboratorios.

O método espectrofotométrico na regido do visivel é simples, de facil execucéo e
de custo reduzido, mas faz-se necessario a utilizacdo de solventes organicos como
metanol e acetonitrila e ndo sdo especificos e seletivos para determinar e quantificar
possiveis produtos de degradacg&o.

O método microbioldgico, turbidimétrico, fornece informacéo sobre a poténcia
da substancia em andlise, devendo ser aplicado em paralelo com métodos fisico-
quimico, a fim assegurar a eficcia terapéutica dos antimicrobianos. Para a execucdo do
método é necessario um ambiente estéril para a realizacdo dos ensaios. Este método
apresenta duas vantagens como menor tempo de analise e também melhor difusdo da
amostra no meio de cultura em caldo, quando comparado ao teste de difusédo em agar.

Os métodos cromatograficos CLAE e EC, sdo os mais adequados para a
identificacdo dos produtos de degradacdo formados. No entanto o método de CLAE
apresentou mais sensibilidade para a detec¢do desses produtos comparado ao método de
EC neste estudo. A EC possui vantagem quanto ao nao uso de solvente organico quando
comparado a CLAE que possui maior custo, devido ao uso de solvente organico e em
ambas as metodologias apresentam um tempo de analise consideravel para ser aplicado

a rotina em laboratdrio de controle de qualidade.
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7.1 Ciclodextrinas
7.1.1 Histérico

As ciclodextrinas (CDs) sdo consideradas como um grupo de excipientes e sdo
conhecidas ha mais de 100 anos. Elas foram descobertas por Villiers em 1891 e isoladas
por Schardinger em 1903, que obteve produtos de degradacdo do amido pela acdo das
amilases produzidas pelo Bacillus macerans. Freudenberg e colaboradores em 1938
relataram que as ligagcdes entre as unidades de glicose eram do tipo a (1,4), como na
amilase. Dez anos mais tarde, verificaram que as CDs apresentavam a capacidade de
formar complexos de inclusdo. Posteriormente, a diferenciacdo dos diversos tipos de
CDs a, B e vy teve inicio na determinacdo de suas massas moleculares (FRENCH et al.,
1957; STEJTLEI, 1998; MELO et al., 2007).

Freudenberg e Cramer (1953; citado por FRENCH et al., 1957) obtiveram a
primeira patente abordando os aspectos mais importantes da aplicacdo de CD nas
formulacbes de medicamentos, envolvendo a obtencdo de complexo de inclusdo. Com o
avanco tecnoldgico nesta area nos Gltimos anos (LOFTSSON & DUCHENE, 2007),
evidenciou-se um aumento na producgéo de CDs, com menor custo e, por consequéncia,
maiores investimentos nas investigacOes relacionadas com a preparacdo de seus
derivados e suas aplicacGes. A Tabela 48 adaptada de Brewster e Loftsson (2007)
mostra alguns exemplos de industrias farmacéuticas que utilizam CDs em suas
formulacdes farmacéuticas (LOFTSSON & BREWSTER, 1996).

Este estudo foi realizado no Departamento de Farmacia da Faculdad de Ciencias
Quimicas da Universidad Nacional de Cérdoba (UNC — Argentina), sob a supervisdo da
Profa. Dr? Marcela Longhi, em 2011.
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Tabela 48. Especialidades farmacéuticas contendo complexo de inclusdo com

ciclodextrinas

Complexo farmaco/CD

Nome comercial

Forma farmacéutica

Laboratério/Pais

Aprostadil/aCD Rigidur® Solugéo I.V. Ferring, Dinamarca
Acido tiaprofénico/pCD Surgamyl® Comprimido Roussel-maestrelli, Italia
Alprostadil/aCD Caverject Dual® Solugéo I.V. Pfsier, Europa
Benexate/ BCD Ulgut® Cépsula Teikoky, Japdo
Cefalosporina/BCD Meiact® Comprimido Meiji, Seika, Japdo
Cefotrima-hexetil/CD Pansporin T® Comprimido Takeda, Japéo
Cetirizina/BCD Cetirizin® Comprimido LosanPharma, Alemanha
Cloranfenico/RMBCD Clorocil® Solucgéo oftalmica Oftalder, Portugal
Cloro-diazepoxido/BCD Trasillium® Comprimido Gador, Argentina
Dexametasona/BCD Glymesason® Pomada Fulinaga, Japéo
Diclofenaco/ HPyCD Voltaren Ophatalmic® Solugdo oftalmica Ciba Vision, Suica
Difenidramina/BCD Stada-Travel® Comprimido Stada, Alemanha
Hidrocortisona/HPBCD Dexocort® Creme Delta, Islandia
Indometacina/HPBCD Indocollyre® Solucdo oftalmica Chauvin, Franca
Itraconazol/BHPBCD Sporanox® Capsula Janssen, Bélgica
Meloxicam/ BCD Mobitil® Comprimido, supositério Union Medical
Pharmaceuticals, Egito
Mitomicina/HPBCD MitoExtra® Solucéo I.V. Novartis, Suiga
Nicotina/BCD Nicorette® Comprimido sublingual Pharmacia&Upjohn, Suécia
Nimesulida/BCD Mesulid Fast® Supositério, granulado, Italfarmaco, Boehringer
Aulin Beta® comprimido Mannheim, Italia
Nitroglicerina/BCD Nitropen® Comprimido sublingual Nihon kayaku, Japdo
Oleo garlico/pCD Xund®, Tegra® Dragea Biphax, Hermes, Alemanha
Omeprazol/ BCD Omebeta® Comprimido Betafarm, Europa
OP-1206/yCD Opalmon® Comprimido Schwartz, Alemanha
PG,/BCD Prostamon E® Comprimido sublingual Ono, Japéao
PGE;/aCD Prostavastin® Solucéo I.V. Ono, Japdo
Piroxicam/BCD Brexin®, Flogene® Comprimido, granulado, Chiesi, Italia; Ache, Brasil
Cicladon® supositdrio
Voriconazol/SBEBCD VFend® Solucéo I.V. Pfizer, USA
Ziprasidone/SBEBCD Geodon® Solugéo .M. Pfizer, USA

Fonte: adaptado de BREWSTER & LOFTSSON, 2007
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7.1.2 Caracteristicas fisico-quimicas

As ciclodextrinas sdo oligossacarideos ciclicos, cuja estrutura é formada
geralmente por seis (ciclomalto-hexanose, alfa ciclodextrina ou a-CD), sete (ciclomalto-
heptanose, beta ciclodextrina ou [-CD) ou oito (ciclomalto-octanose, gama
ciclodextrina ou y-CD) unidades de D(+)glicopironase, unidas pelas ligagdes a (1,4),
dispostas de maneira que a molécula assuma forma de um cilindro oco com
extremidades abertas (Figura 42). Destes trés derivados, a mais vantajosa para utilizacédo
farmacéutica como agente complexante ¢ a f-CD, devido, entre outras propriedades ao
tamanho da sua cavidade, disponibilidade e baixo custo (STEJTLI, 1998; ARAUJO et
al., 2003; VENTURINI et al., 2008; GARNERO et al., 2010).

Figura 42. Estrutura quimica das principais ciclodextrinas: a-CD; p-CD; y-CD

Fonte: adaptado de VENTURINI et al., 2008

A obtencdo das CDs se da através da degradacdo do amido pela enzima
ciclodextrina glucanotransferase (CGTase) [1,4-alfa-glucano 4-alfa-D-(1,4-alfa-D-
glucano)-transferase], obtida do B. macerans, apresentando a propriedade de
transformar a cadeia linear de amido em moléculas ciclicas (CARDELLO et al., 1996).

A PB-ciclodextrina, também conhecida como [(-dextrina de Schardinger,
ciclomalto-heptose, cicloheptaglucano, cicloheptaamilose, B-CD, BCD e C7A,
apresenta uma cavidade interna com didmetro de aproximadamente 6 a 6,4 A, adequada
a incluséo de inumeros farmacos (LINDNER et al., 1981; RIBEIRO, 2003).

A cavidade das CDs possui dimenses médias de (1,5 x 0,7 x 0,8 nm) e caréater

hidrofobico, enquanto a superficie tem carater hidrofilico, devido a presenca de grupos
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OH (Figura 43). Esta estrutura permite a formacdo de complexos de inclusdo estaveis,
com grandes diversidades de substancias organicas, sais e halogénios, além de formar
complexos com substancias de massa molecular tipica de 80 a 250 Daltons. Sua
cavidade interna € apolar e a cavidade externa é polar. Essa propriedade permite que a
solubilidade de moléculas hospedeiras hidrofébicas seja aumentada através da formagéo
de complexos de inclusdo (ARAUJO et al., 2003).

Figura 43. Modelo da estrutura quimica de ciclodextrina em forma de cone

Fonte: adaptado de PANDYA et al., 2008

A Tabela 49 mostra as propriedades fisico-quimicas particulares das CDs
sugerida por VEIGA e colaboradores (2006).
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Tabela 49. Propriedades fisico-quimicas da a, B e y ciclodextrinas

a-CD B-CD v-CD
Unidades de glicose 6 7 8
Massa molar (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade aquosa 14,5 1,85 23,2
(9/100mL a 25 °C)
Diametro (A) 4,7-5.3 6,0-6,5 79-83
Altura da estrutura 79+01 7901 79+01
(R)
Volume aproximado 174 262 427
(A)’
pKa (25 °C) 12,333 12,202 12,081

Fonte: VEIGA, et al., 2006.

7.1.3 Biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis

De acordo com o Biopharmaceutics Classification System (BCS) uma substancia
é classificada com base em sua solubilidade aquosa e permeabilidade intestinal. Quatro
classes de farmacos foram definidas:

Classe I: alta solubilidade/alta permeabilidade

Nesta classe pertencem os farmacos que possuem alta solubilidade e alta
permeabilidade, considerando que para farmacos de liberagdo imediata, a taxa de
absorcdo serd controlada pelo esvaziamento do suco gastrico e ndo sera esperada
nenhuma correlagdo com a taxa de dissolucdo. Entdo, 100% de absorcédo pode ser
esperada se pelo menos 85% do produto se dissolve em 30 minutos possa assegurar a
bioequivaléncia para as formas farmacéuticas sélidas de liberacdo imediata (AMIDON
etal., 1995).

Classe I1: baixa solubilidade/alta permeabilidade

Os farmacos de Classe Il necessitam que os perfis de dissolu¢do sejam mais
definidos e reprodutiveis. Devem ser consideradas, também, as condi¢cGes do meio de
dissolucdo que refletem a situacdo in vivo, e a taxa de dissolugédo in vitro pode ser
observada (AMIDON et al., 1995).
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Classe 111: alta solubilidade/baixa permeabilidade

Nesta classe de farmacos a permeabilidade é o fator que controla a absorcéo,
porém a dissolucdo ird ocorrer muito rapidamente. Nesses casos, 0 perfil de dissolucao
sera bem definido (AMIDON et al., 1995).

Classe IV: baixa solubilidade/baixa permeabilidade

Farmacos que apresentam baixissima biodisponibilidade oral. O numero de
substancias que sdo classificadas nesta classe ira depender dos limites utilizados na
classificacdo de solubilidade e permeabilidade (AMIDON et al., 1995).

As CDs tém apresentado um papel importante na avaliacdo de farmacos pouco
sollveis por aumentar a solubilidade aparente e/ou dissolucédo, devido a sua propriedade
de formar complexos de inclusdo ou dispersdo sélida, atuando como carreadores
hidrofilicos de farmacos com caracteristicas inadequadas para complexagdo, ou ainda,
como promotores da dissolucdo de comprimidos contendo doses elevadas de farmacos,
nos quais o emprego de complexos farmaco:ciclodextrina é dificil (VEIGA et al., 2006).

Varias técnicas tém sido empregadas para compensar a insolubilidade e,
consequentemente, a baixa eficiéncia de dissolucdo, incluindo o emprego de solidos
amorfos nas formulagdes, tais como microemulsdes, nanoparticulas, formagdes de sais,
complexos hidrossoltveis e formacdo de dispersdes solidas (LOFTSSON &
BREWSTER, 1996).

O norfloxacino é considerado pelo BCS um farmaco de classe IV, uma
fluorquinolona pouco soltvel em agua. A taxa de dissolucédo é o fator limitante da taxa
de absorcdo in vivo desse farmaco. Assim, um aumento na taxa de dissolugdo é
importante para atingir adequados niveis do farmaco no sangue. Varshney e
colaboradores (2012) destacam testes que ja foram realizados para melhorar a
biodisponibilidade e o aumento da solubilidade do norfloxacino, incluindo diferentes
métodos de complexacdo, no entanto, nenhum método de complexacao foi testado para

avaliar se o farmaco complexado continuaria com sua atividade antimicrobiana.

7.1.4 Farmacocinética

7.1.4.1 Absorgao e metabolismo
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As CDs sdo resistentes as enzimas humanas que normalmente hidrolisam o
amido, como a B-amilase, uma vez que sua forma ciclica deixa indisponiveis 0s grupos
terminais que seriam suscetiveis a hidrolise enzimatica pancreatica e salivar. Apenas
pequena quantidade de CDs é absorvida através da mucosa gastrintestinal. A
dissociagdo do complexo formado entre a molécula hdspede e a CD ocorre no suco
digestivo. A molécula liberada é entdo absorvida, enquanto a CD é biotransformada no
célon em glicose, maltodextrinas aciclicas e maltose, que sdo metabolizadas, absorvidas
da mesma forma que o amido e excretadas como H,O e CO,. Na administracdo oral de
complexos farmacos:CDs, a diluicdo provocada pelos fluidos gastrintestinais, promove
a dissociacdo do complexo, com o estabelecimento de um equilibrio dindmico,
extremamente rapido. As CDs funcionam como transportadoras, carregando as
moléculas hidrofébicas de farmaco em solucdo até as membranas celulares lipofilicas
para sua absorcdo, e permanecendo nos fluidos aquosos. O elevado tamanho das CDs e
de seus complexos de inclusdo, e sua superficie fortemente hidrofilica tornam a
absorcéo desta molécula praticamente insignificante (DRUNKLER et al., 1999; RAMA
etal., 2005; SA BARRETO et al., 2008).

A biodisponibilidade por via oral, especialmente pelos farmacos pouco sollveis
em agua, € bastante significativa (Figura 44). Segundo estudos in vivo, 35 farmacos
administrados na forma de complexo tiveram um acréscimo nos valores da area sob a
curva (ASC) de mais de 80%, comparados com as formulagbes tradicionais,
apresentando uma concentragdo plasmatica maxima (Cmax) 70% maior (SA BARRETO
et al., 2008).

Figura 44. Perfil plasmatico teérico de uma formulacdo de um farmaco comparado a

uma formulag¢éo de um complexo com ciclodextrina

Fonte: adaptado de SA BARRETO et al., 2008
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Farmacos que possuem formulacdo tradicional, porém com alguns problemas de
biodisponibilidade, podem ser melhorados através de uma nova formulagdo com

ciclodextrina.

7.1.4.2 Toxicidade

Em 1957, as ciclodextrinas foram descritas como sendo compostos de alta
toxicidade, no entanto, ao longo dos anos através de estudos detalhados de metabolismo
e toxicidade da B-CD em ratos e cées por Bellinger e colaboradores (1995) relataram
que durante 52 semanas, a administra¢do de doses conhecidas de B-CD indicaram efeito
ndo toxico de 12.500 ppm em ratos (equivalente a 654,0 ou 864,0 mg/kg/dia para
machos e fémeas, respectivamente) e 50.000 ppm em cées (equivalente a 1831,0 ou
1967,0 mg/kg/dia para machos e fémeas, respectivamente), constatando uma posicédo
mais receptiva por parte das autoridades regulatorias fiscais com relacdo a este tipo de
composto (SZEJTLI, 1984; BELLINGER et al., 1995; LOFTSSON & BREWSTER,
1996; IRIE & UEKAMA, 1997). A toxicidade da B-CD em roedores foi estudada por
Barrow e colaboradores em 1995.

A toxicidade das substancias estd diretamente ligada com sua capacidade de ser
absorvida pelo organismo, de interagir com o0s sistemas enzimaticos, provocando
alteracbes metabolicas ou também, com a capacidade de se depositarem em certos
oOrgdos e tecidos. Quanto a toxicidade, para a a-CD e y-CD ndo existem restri¢des de
uso, ja para a B-CD existe a restricdo por via parenteral (SA BARRETO et al., 2008).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) Resolugdo RDC 2 de 15
de janeiro de 2007 aprova o uso de CDs como aditivos para aromatizantes, porém néo
especifica a quantidade de uso (BRASIL, 2007; ROWE et al., 2009).

7.1.4.3 Aplicacdes das ciclodextrinas

Devido a estrutura, as CDs apresentam a capacidade de formar complexos de
inclusdo com uma variedade muito grande de substratos, nas mais variadas areas da
industria como: farmacéutica, alimenticia, cosmética, quimica analitica, biotecnoldgica,
ambiental e na agricultura (GUYOT et al., 1995).
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Na industria farmacéutica, as CDs sdo amplamente utilizadas. Na literatura estdo
apresentados uma variedade de farmacos complexados como clotrimazol (BILENSOY
et al., 2006), dorzolamida (SIGURDSSON et al., 2005), azitromicina (PASQUINI et al.,
2008) e B-lapachona (NASONGKALA et al., 2003). Varshney e colaboradores (2012)
fizeram uma revisdo a respeito da solubilidade do norfloxacino, uma vez que é
considerado um farmaco de classe 1V; neste trabalho encontram-se diferentes metodos
utilizados para seu aumento da solubilidade, incluindo dispersdes sélidas de
complexacdo (em presenca de solubilizantes acidos, EDTA com caproato de sodio e
interacdo com ions metalicos).

Na area alimentar sdo utilizadas para encapsular 6leos essenciais, vitaminas,
entre outros compostos, prevenindo, deste modo, sua féacil oxidacdo, perda de
volatilidade e alteracdo das caracteristicas fisicas, quimicas e organolépticas dos
produtos alimentares (GUYOT et al., 1995).

7.1.4.3.1 Aumento da estabilidade de moléculas hdspedes

Os principios ativos presentes em solucdo aquosa estdo sujeitos a reacdes de
degradacéo, os quais sao levados a diminuicdo de atividade terapéutica ou até mesmo a
formacdo de produtos de degradacdo indesejaveis e prejudiciais a saude. Junto ao
complexo de inclusdo, poderdo estar protegidos das situacdes de degradacdo. Os
farmacos devem permanecer suficientemente estaveis, ndo somente durante a
estocagem, mas também nos fluidos bioldgicos, j& que nas reagdes que resultam em
produtos farmacologicamente inativos ou menos ativos, terdo sua efetividade
terapéutica reduzida (FROMMING et al., 1994).

A decomposicdo fotolitica é decorrente da absorcdo de luz ou energia radiante
pela molécula do farmaco fotossensivel. Parece claro que esse tipo de alteracdo depende
da facilidade com que a luz se propaga no meio no qual esta contido o farmaco. Formas
farmacéuticas tais como, xaropes, solucdes e elixires sdo mais suscetiveis as alteracdes
que as emulsdes, suspensdes, comprimidos e pés (UEKAMA et al., 1997, FROMMING
etal., 1994).

Entre outros fatores preocupantes na estabilidade de formulacGes, destacam-se

processo de oxidacdo de uma substancia cristalina e influéncia da temperatura
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diretamente na estabilidade fisica de muitas formas farmacéuticas (GAL FUZY et al.,

1984).

7.1.4.3.2 Aumento da solubilidade de farmacos

Farmacos pouco soltveis apresentam problemas de biodisponibilidade e tém
demonstrado serem imprevisiveis e mais lentamente absorvidos se comparados com
farmacos de maior solubilidade em agua (VEIGA et al., 2006). A solubilidade aquosa €
fator determinante para que novas substancias quimicas tenham sucesso como novos
farmacos (FROMMING et al., 1994).

Em geral, presume-se que a formacgdo de complexos de inclusdo em CDs, leva
ao aumento da solubilidade e da velocidade de dissolucdo de principios ativos
lipofilicos, o que pode refletir em um aumento de sua biodisponibilidade ou em
diminuicao de seus efeitos (OTERO et al., 1991).

Normalmente, a solubilidade de um farmaco aumenta com a quantidade de CD
adicionada. O aumento da solubilidade parece estar relacionado com a solubilidade
intrinseca do hospede, bem como com a capacidade de inclusdo da molécula hospedeira
em agua, onde estes fatores estardo refletindo na magnitude da constante de estabilidade
do complexo (AHN et al., 1997).

7.1.5 Fatoreslimitantes da aplicacgéo das ciclodextrinas

Os principais fatores que afetam a extenséo e o grau de complexacao incluem o
tamanho e a geometria da molécula-hdspede, a energia conformacional, alteracdes da
tensdo superficial, a forca das interacbes de van der Walls e de outras forcas
eletrostaticas (CHALLA et al., 2005).

A solubilidade relativa do complexo contribuem para definir o equilibrio final. A
temperatura, o pH e outras moléculas hdspedes competidoras podem, também, afetar o
equilibrio. De forma geral, a complexagdo ocorre de forma mais favoravel quando a
molécula hospede possui massa molecular entre 100 e 400 Daltons (Da), solubilidade
em agua inferior a 10 mg/mL e ponto de fusdo a 250 °C (CHALLA et al., 2005; RAMA
et al., 2005).
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Fatores como o tipo de CD podem influenciar a formagdo, bem como o
desempenho do complexo farmaco:CD. O modo de preparagdo, coevaporacao,
malaxagem, disperséo sélida, co-precipitacdo, spray-drying ou liofilizacdo podem afetar
a complexacéo farmaco:CD. A efetividade do método depende da natureza do farmaco
em estudo e a CD empregada (CHALLA et al., 2005; RAMA et al., 2005).

7.1.6 Formacao de complexo deinclusdo

As ciclodextrinas apresentam capacidades proprias para formar complexos de
inclusdo ndo covalentes com moléculas especificas, capacidades estas que dependem do
ajuste adequado da molécula hospede na cavidade hidr6foba da CD. Os complexos de
inclusdo formados entre as CDs e farmacos, sdo do tipo host-guest, onde host vem do
inglés hospedeiro e guest de hdéspede ou também pode ser chamado de substrato
(GUYOT etal., 1995).

O complexo pode se formar através de quatro tipos de estequiometria
ciclodextrina:hospede: 2:1, 2:2, 1:1 e 1:2 (Figura 45), os quais dependem do tamanho e

das caracteristicas quimicas e estruturais do hospede (SONG et al., 2009).

Figura 45. Esquema das estequiometrias de inclusdo ciclodextrina e héspede. (A) 2:1,
(B) 2:2,(C) 1:1, (D) 1:2

Fonte: criacdo do autor.

Dentre estes quatro exemplos de estequiometria de inclusdo entre ciclodextrina e

hospede, a mais comum € a 1:1. A constante de equilibrio € mensuravel e determinada
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normalmente por técnicas como espectrofotometria na regido do ultravioleta e

fluorescéncia. Os métodos mais difundidos levam os nomes de seus autores e Sdo
amplamente utilizados no meio cientifico (BENESI & HILDEBRANDT, 1949;
HIGUCHI & CONNORS, 1965).

Na literatura sdo descritos diversos métodos de preparacdo dos complexos de

inclusdo, entre os quais se podem destacar (SHIMPI et al., 2005):

a)

b)

d)

Complexos em solucdo: Um método muito utilizado através da dissolugdo de
ambos, hospede e CD em um mesmo solvente, a temperatura ambiente ou
através do aquecimento, com agitacdo durante um tempo suficiente para
garantia do estado de equilibrio de 24 a 48 horas. Para obtencdo do
complexo, se faz entdo a remocdo do solvente mediante liofilizacdo,
evaporacao, refrigeracdo ou spray drying. A presenca de agua é
absolutamente necessaria, pura ou em um sistema de solvente organico, onde
este sera utilizado para a solubilizacdo da molécula hospede. Sdo usados
como co-solventes: etanol, metanol, isopropanol ou em certos casos, a
acetona.

Maceragdo (kneading): consiste em misturar quantidades estequiométricas
do hospede e CD, com adicdo de uma pequena quantidade de agua ou
solvente organico. A mistura é entdo macerada até que se evapore a fase
liquida, formando-se uma pasta que ira ser submetida a secagem até a
eliminacéo total do solvente.

Moagem conjunta (griding): mistura-se a CD e o hdspede no estado solido
que sdo triturados vigorosamente por um determinado tempo, sem uso de
solvente.

Liofilizacdo: consiste no método em solucdo, onde se submete ao processo
de liofilizacdo a solucdo na qual o héspede e CD se encontram em
concentragcfes estequiométricas. Pode-se empregar algum solvente com a
finalidade de obter ambas as substancias totalmente dissolvidas. As
condi¢cdes nas quais se procede a liofilizacdo vdo influenciar de forma
determinante nas caracteristicas do produto final. A velocidade de
congelamento prévia a liofilizagdo, condiciona a estrutura do complexo. Um

rapido congelamento na presenca de nitrogénio liquido, geralmente favorece
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a formacdo de produtos amorfos, enquanto que um congelamento mais lento
leva a produtos cristalinos.

e) Coprecipitacdo: consiste na adicdo de um excesso de substancia ativa a uma
solucdo saturada de CD. Em alguns casos, este simples procedimento pode
levar & formacgdo do complexo de inclusdo, porém, frequentemente, pode-se
necessitar de aparatos como: agitacdo, ultra-som ou aquecimento da solucéo

para precipitacdo do produto final.

7.1.7 Propriedades do complexo de inclusdo

A formacdo de complexos de inclusdo provoca mudancgas significativas nas
caracteristicas do farmaco, ou seja, as propriedades fisicas e quimicas que o farmaco
apresenta neste microambiente, de polaridade reduzida e geometria restrita, sao
diferentes daquelas apresentadas em fase aquosa. Além disso, a molécula anteriormente
hidrofdbica, sob complexacdo, torna-se hidrofilica (DEL-VALLE, 2004).

7.1.8 Caracterizacao e identificagdo dos complexos de inclusdo

N&o é garantido que um po6 obtido na mistura de um farmaco e a CD em
suspensdo, solucdo ou como pasta, seja um verdadeiro complexo de inclusdo. Muitos
compostos ndo podem ser complexados, outros formam complexos de inclusdo em
solucdo, mas ndo no estado solido. O produto sélido final pode ser uma mistura de
hospede e hospedeiro, hospede ndo complexado e CD hidratada (BREWSTER e
LOFTSSON, 2007).

7.1.8.1 Constantes de estabilidade dos complexos

O diagrama de solubilidade de fases, desenvolvido por Higuchi e Connors
(1965), é utilizado para a verificacdo de formacdo de complexos de inclusdo. O
diagrama consiste em um grafico, no qual é representada a solubilidade do hospede em

funcéo da concentragéo de CD, existindo dois tipos de perfis: A e B.
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O diagrama do tipo A, corresponde aos complexos solUveis, portanto, observa-se
aumento da solubilidade do farmaco (molécula hodspede) com o aumento da
concentracdo de CD. Podem ser de trés tipos (BREWSTER e LOFTSSON, 2007):

e A, diagrama linear: a solubilidade do farmaco aumenta linearmente com o
aumento da concentracdo de CD. Os diagramas lineares resultam de complexos
de primeira ordem em relacdo a CD e ao farmaco e se o declive for menor ou
igual a 1, assume-se a estequiometria de 1:1. Por outro lado, se o declive for
maior que 1, ha formacdo de complexos de ordem superior a um em relacdo ao
farmaco.

e Ap, diagrama com desvio positivo de linearidade: o complexo formado é o de
primeira ordem em relacdo ao farmaco e de segunda ou superior em relacdo a
CD. Neste caso, a solubilizacdo é mais efetiva em concentracdes elevadas de
CD.

e Ay, diagrama com o desvio negativo: ndo possui interpretacdo generalizada

devido a interacGes complexas entre soluto-soluto, que dependem de cada caso.

Os diagramas do tipo B correspondem a formacdo de complexos com
solubilidade limitada ou complexos insollveis e a concentracdo da molécula hdospede
diminui com o aumento da concentracao de CD, podendo ser de dois tipos:

e Bs, neste diagrama observa-se trés pontos: primeiro existe um aumento da
solubilidade, depois uma regido de platd, que é considerada a maxima
solubilidade, e na terceira, tem-se a precipitacdo do complexo insoldvel com o
aumento da CD.

e B, refere-se a um complexo tdo insoltvel que a possibilidade de aumento inicial

na concentracdo do farmaco néo € detectavel (LOFTSSON et al., 2004).

A informacdo obtida pelos diagramas de solubilidade de fases permite fazer
inferéncias sobre a estequiometria de inclusdo e estimar o valor da constante de
associacdo Kc. O valor de Kc é obtido pelo segmento linear dos diagramas observado

nos perfis A_, Ap € Bs na Figura 46 adaptado de Araujo e colaboradores (2003).
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Figura 46. Tipos de diagrama de solubilidade de fases obtidos a partir da complexagéo

de farmaco com ciclodextrina

Fonte: adaptado de PANDYA et al., 2008

Assumindo a formagdo de um complexo de estequiometria 1:1, ou seja, de
primeira ordem para CD (n=1) e de primeira ordem para o farmaco (m=1), tem-se o
seguinte equilibrio estabelecido (CONNORS, 1997; LOFTSSON et al., 2004):

, K¢
m Farmaco +n CD < Farmaco,, — CD,

sendo o valor de Kc determinado pela Equacdo 11:

__ [Farmacom— CDy]
[Farmaco]™.[CD]™

K¢

(11)

Assim, a solubilidade total do farmaco pode ser calculada pelas Equacgdes 12 e
13 (LOFTSSON et al., 2004):

St = So+ m X [Farmaco,, — CD,]

(12)
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S, = Sp+ =3 [¢p]

1+K XSy ( )
13

Em que: S; corresponde a solubilidade do farmaco livre e complexado, Sy a
solubilidade intrinseca do farmaco, [Farmaco,, — CD,] ao complexo de estequiometria
1:1 (em que me nsdo iguaisa 1).

A representacdo grafica de S;, em funcdo da concentracdo de CD € uma reta cuja
ordenada é igual a Sy e inclinacdo igual a (K¢ X Sp) / (1 + K¢ X Sp). A constante de
estabilidade (K.) pode ser facilmente deduzida a partir da inclinacdo e da ordenada na
origem do segmento linear. Assim, tem-se a Equacdo 14, desenvolvida por Higuchi e
Connors (1965):

inclinacao

K- =
¢ SoX(1—inclinagio)

(14)

Em que: Sp corresponde a solubilidade intrinseca da molécula hdspede. Na
Tabela 50 estdo descritos os valores de K¢ e forca de ligacdo (CARRIER et al., 2007).

Tabela 50. Forca de ligacdo entre a molécula hospede e a CD conforme o valor de K¢

Valor de Kc (M) Forca de ligacéo
<500 Muito fraca
500 — 1000 Fraca
1000 — 5000 Moderada
5000 — 20000 Forte
> 20000 Muito forte

Fonte: adaptado de ARAUJO et al., 2003
7.1.8.2 Velocidade de Dissolucéo I ntrinseca (VDI)

A Velocidade de Dissolucdo Intrinseca (VDI) é uma ferramenta utilizada para a
caracterizacdo fisico-quimica de farmacos. De acordo com lIssa & Ferraz (2011), a VDI
pode ser definida como a velocidade de dissolugdo de uma substancia ativa pura,
quando sdo mantidas constantes as condi¢des de &rea superficial, temperatura, agitacéo,
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pH e forga ibnica do meio. Este ensaio ndo consta nas monografias farmacéuticas por
ser um ensaio de caracterizagao (USP 35, 2012).

A VDI é reconhecida como uma valiosa ferramenta a ser utilizada no
monitoramento dos farmacos durante o desenvolvimento e controle de qualidade, sendo
utilizado para completar um estudo de solubilidade de uma substancia. A VDI de um
farmaco pode ser obtida empregando-se um acessorio especifico para tal, onde o
farmaco compactado é exposto a um meio de dissolucdo sob uma éarea superficial
constante, e o seu valor é expresso em mg cm™ s™ (USP 35, 2012).

Dois tipos de aparatos podem ser escolhidos para determinar a VDI: o sistema de
disco fixo, descrito apenas na Farmacopeia Americana e o sistema de disco rotativo,
conhecido como “Wood’s apparatus”, também descrito pela BP (2011), EP (2011) e
USP 35 (2012).

O sistema de disco rotativo € composto por punc¢do de aco, matriz, haste, anel de
neoprene e a base de apoio (Figura 47). A base possui trés entradas de parafusos para a
fixacdo da matriz e auxiliando na compactacdo da amostra. A matriz possui uma
cavidade com didmetro de 0,4 cm, no qual o fa&rmaco e o pungdo sdo inseridos e
submetidos & pressdo de compactagdo. Dessa maneira, apos a separacdo da base, 0
material fica exposto na face da matriz que € acoplada na haste responsavel pelo
movimento (USP 35, 2012).

Figura 47. Sistema de disco rotativo (Wood’s Apparatus); aparato desmontado e
demonstracdo do sistema no equipamento de dissolu¢do, modelo USP (2012)

Fonte: adaptado de USP, 2012
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O sistema de disco fixo € composto por pun¢do de aco, matriz, anel de neoprene,
base de apoio e suporte (Figura 48). O modelo de formacdo do compactado é
semelhante ao aparato fixo, porém, nesse sistema ha necessidade de um suporte para a
sustentacdo da matriz e do puncéo sobre uma cuba de fundo plano, de modo que a area
do farmaco fique fixa e exposta para cima, sendo o movimento rotacional de
responsabilidade da pa do aparato n° 2 (USP 35, 2012).

Figura 48. Sistema de disco fixo; aparato desmontado e sistema configurado no
equipamento de dissolucéo

Fonte: adaptado de USP, 2012

Através dos estudos de Noyes & Whitney estima-se o calculo (Equacdo 15) para
da VDI utilizado para determinar um farmaco puro ou também chamado de fluxo de
dissolucdo (j) (USP 35, 2012).

j= ‘;—i = [DAK,,o(Cs — Cp)] + [Vh]
(15)
Em que:
j = fluxo de dissolugdo (mg cm™ s™)
D = Coeficiente de difusdo do farmaco
A = area superficial da amostra dissolvida

K a/o = agua/dleo coeficiente de parti¢cdo do farmaco

Lucas Chierentinv



Estudo do Complexo de Inclusdo 190

V = volume de dissolucdo do meio
h = espessura da camada estagnante

(Cs — Cp) = concentracdo do gradiente para a difusdo da substancia

Assumindo que a condicdo sink é mantida e reorganizando a Equacgéo 15 obtém-

se a Equacéo 16:

%C = [DKg/oCs| + [Vh] x dt
(16)

A Equacdo 16 pode ser entendida de acordo com a Equacao 17:
Y=MxX

(17)

Em que:

Y = dC/A (mg/mL/cm?)
X =dt (min)
M = dope = [DKyoCs)/[Vh] (cada slope do perfil de dissolucdo representando a

velocidade de dissolucao)

Através da equacdo de Noyes & Whitney, pode-se determinar a velocidade de
dissolucdo, expressa geralmente pela massa de amostra dissolvida por unidade de tempo
e o fluxo de dissolucdo, quando a area superficial € levada em consideragdo, expresso

em velocidade de dissolucdo por unidade de area (USP 35, 2012).

7.1.8.3 Andlise térmica

As técnicas termoanaliticas mais utilizadas para a avaliagdo de formacdo de
complexos de inclusdo com CDs séo: DSC e TG. Geralmente s&o as primeiras a serem
consideradas na investigacdo de formacdo de complexos por serem relativamente

simples e utilizarem pouco tempo de analise (NOVAK et al., 2006).
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7.1.8.4 Espectrofotometria na regido do infravermelho

A analise dos espectros na regido do infravermelho pode ser feita comparando as
bandas da molécula héspede, da CD e do respectivo complexo. Quando ocorre a
complexacdo, as bandas podem mudar de posic¢ao, diminuir ou até mesmo desaparecer
(CORTI et al., 2009).

7.1.8.5 Difracéo deraios-X

A difracdo de raios-X (DRX) determina a natureza cristalina de solidos e é uma
das melhores técnicas para caracterizacdo de complexos de inclusdo. Dependendo da
forma cristalina da molécula hospede, hd formacdo de picos caracteristicos no
difratograma. Assim, a complexacdo é avaliada por alteracdes nos picos caracteristicos
da molécula hospede e da CD com o complexo. A obtencdo de um difratograma com
caracteristicas de um material amorfo, ou seja, sem picos finos bem definidos, pode ser

um indicativo de ocorréncia de complexacdo (CORTI et al., 2009).

7.1.8.6 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV), amplamente utilizada para
caracterizacdo microestrutural, onde um fino feixe de elétrons focalizado sobre a &rea a
ser analisada, gera uma série de sinais, que podem ser utilizados para caracterizar
propriedades da amostra (CORTI et al., 2009).

7.2 Material

Para os estudos de complexacéo, utilizou-se norfloxacino matéria-prima (NOR-

MP) secéo 4.4. A ciclodextrina utilizada foi a B-ciclodextrina.

7.2.1 Preparo de solucbes e complexo

- B-CD
A solugdo foi realizada de acordo com a especifica¢do no rétulo do fornecedor.

Uma quantidade de 4,3094 g de B—CD quantitativamente pesada em balanca analitica
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foi transferida para baldo volumétrico de 250 mL com auxilio de &gua purificada.
Levou-se para o ultra-som durante 40 minutos (devido a sua dificil solubilizag&o);
finalmente completou-se o volume com agua purificada para obtencéo da solugdo de -
CD.

- Tampao fosfato pH 6,0 - 0,2 M
Foram transferidos 6,8 g de fosfato de sddio monobasico e 0,22 g de NaOH, em

baldo volumétrico de 250,0 mL para dissolucdo com agua purificada.

- Tampao fosfato pH 8,0- 0,2 M
Foram dissolvidos 5,5 g de fosfato de sédio monobasico e 1,47 g de NaOH, em

agua purificada em baldo volumétrico de 250,0 mL.

- Solucdo de NOR-MP
Foram transferidos 6,25 mg de NOR-MP (secdo 4.4) para baldo volumétrico
ambar de 25,0 mL, completando-se o volume com metanol para obtencdo de solugdo em

concentracédo de 250,0 pg/mL.

- Maceracéo

Maceracdo (kneading): pesaram-se 7,0 g de p-CD com 1,96 g de NOR-MP de
acordo com a massa molecular; misturou-se em gral e pistilo durante 45 minutos,
adicionando-se gotas de solucdo acetona: agua (50:50 v/v). A mistura foi entdo
macerada até a evaporagéo da fase liquida, formando-se uma pasta que foi submetida a
secagem até a eliminacdo total do solvente.

- Moagem conjunta
Moagem conjunta (griding): pesaram-se 7,0 g de B-CD com 1,96 g de NOR-MP
em gral e pistilo; misturou-se vigorosamente por um determinado tempo (30 minutos),

sem uso de solvente.

- Liofilizacéo
Foram transferidos 1,4 g de B-CD e 0,39 g de NOR-MP para baldo volumétrico
de 200,0 mL, completando-se o volume com &gua. Levou-se ao ultra-som por 30
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minutos. A solucdo foi filtrada e entdo o filtrado foi colocado em recipientes de

liofilizag&o e congelado para posterior liofilizagao.

7.3 M étodos

7.3.1 Diagrama de solubilidade de fases

O diagrama de solubilidade de fases tem por finalidade estudar a interacéo entre
o farmaco (pouco solavel) e um ligante sollvel, obtendo-se a estequiometria do
composto através da estimativa de K, apresentado na secdo 7.8.1.1. Foram preparados
tubos de ensaio em triplicata com quantidades em excesso de farmaco e quantidades
crescentes de B-CD; levou-se ao ultra-som por 30 minutos, manteve-se os tubos em
banho maria a 25 °C, durante 72 horas. Posteriormente as amostras foram filtradas e
procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro na regido do ultravioleta a 277 nm (FB 5,
2010). Realizaram-se os célculos e obteve-se o gréfico referente ao tipo de isoterma
encontrado.

Foram realizados diagramas de solubilidade de fases em agua e tampéo fosfato
pH 6,0 e pH 8,0.

A Tabela 51 mostra como foram preparados os tubos (com a quantidade pesada
de excesso de norfloxacino) e a quantidade adicionada de solugdao de B-CD em agua

purificada e tampé&o fosfato pH 6,0 e 8,0.

Tabela 51. Esquema de preparacdo dos tubos de ensaio para o diagrama de solubilidade

em agua purificada e tampdo pH 6,0 e pH 8,0

Tubos Norfloxacino (mg) Solugio de p — CD Agua purificada/
(mL) TampdopH 6¢e 8
(mL)
1 40,00 - 5,00
2 40,00 0,85 4,15
3 40,00 1,40 3,60
4 40,00 2,30 2,70
5 40,00 2,90 2,10
6 40,00 3,70 1,30
7 40,00 4,30 0,70
8 40,00 4,8 0,20
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7.3.2 Velocidade de Dissolucao I ntrinseca

Este trabalho foi desenvolvido na Virginia Commonwealth University (VCU) no
Bioanalytical Laboratory in the Department of Pharmaceutics (Richmond, VA, USA)
com a colaboragédo do Professor Dr. Thomas Karnes.

O aparato de escolha foi o Aparato de Wood, desenvolvido por John Wood em
1963. Amostra de NOR-MP e de moagem conjunta demonstrado na sec¢do 7.2.1 foram
analisadas em triplicata para a determinacdo da VDI. As condi¢fes de estudo estdo

dispostas na Tabela 52.

Tabela 52. Parametros de escolha para o teste de dissolugdo intrinseca

Parametros
Meio de dissolucéo Tampéo pH 4,0
Volume do meio de dissolu¢édo 900 mL
Compressdo 5500 psi
Tempo de compressdo 2 minutos
Temperatura do meio de dissolucao 37°C
Velocidade de rotacdo 100 rpm

Foram coletadas amostras nos tempos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45, 60,
75, 90, 105 e 120 minutos e analisadas pela metodologia desenvolvida e validada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Waters Alliance modelo 2695, detector de
DAD) nas mesmas condicOes da secdo 6.2.3 deste trabalho. Os dados obtidos foram

analisados pela Microsoft Excel®.

7.3.3 Andlisetérmica

As curvas de DSC dos complexos obtidos por maceracdo (as amostras foram
denominadas de amassado - AM), moagem conjunta (as amostras foram denominadas
mescla fisica - MF) e liofilizacdo (LIOF) foram obtidas com DSC TA 2920, e as curvas
TG dos complexos obtidos por amassado, mescla fisica e liofilizado foram obtidas com
TG TA 2920. O equipamento utilizado na analise termogravimétrica € basicamente

constituido por microbalanca, forno, termopares e sistema de fluxo de gas. Amostras
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para DSC (amassado 1,00 mg, mescla fisica 1,00 mg, liofilizado 0,61 mg) e para TG
(amassado 1,68 mg, mescla fisica 1,43 mg e liofilizado 0,87 mg) foram colocadas em
capsulas de aluminio parcialmente fechadas, com razdo de aquecimento de 10°C/min,
na faixa de temperatura de 25 °C até 350 °C, atmosfera dinamica de nitrogénio com
vazdo de 70 mL/min e suporte de Al,O3. Os dados obtidos foram analisados e
processados através do software TA Instruments Universal Analysis 2000. Antes dos
ensaios, verificou-se a calibragdo do instrumento empregando-se uma amostra de

oxalato de calcio monoidratado com perdas de massas definidas.

7.3.4 Espectrofotometria na regido do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com 1,0 mg de NOR-
MP, B-CD, amassado, mescla fisica e liofilizado separadamente utilizando-se pastilhas
de KBr dessecado a 105 °C.

7.3.5 Difracdo deraios-X

Os difratogramas de raios-X foram obtidos em difratbmetro de raios-X Siemens
modelo D5000, com taxa de varredura de 0,1°/s a cada 0,05° em 260, variando de 4° a

70°, e radiacdo de Cu monocromatizada por cristal de grafite.

7.3.6 Microscopia eletronica de varredura

As amostras foram submetidas a metalizacdo com ouro (SPUTTERIG) para
tornar a superficie condutora, e colocada em porta-amostra para avaliacdo em
microscopio eletrénico marca JEOL (Fiel Emission Scanning Electron Microscope)
modelo JSM-7500F.

7.3.7 Analise microbiol 6gica dos complexos

Os complexos amassado, mescla fisica e liofilizado, foram analisados pelo
método microbioldgico desenvolvido e validado por turbidimetria descrito na secdo 6.4
deste trabalho. As amostras dos complexos foram comparadas com a substancia
quimica de referéncia. As andlises foram realizadas em triplicata e entdo calculada a

poténcia dos complexos.
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7.4  Resultados
7.4.1 Diagrama de solubilidade de fases

O método da solubilidade de fases desenvolvido por Higuchi e Connors (1965) é
utilizado como primeira verificacdo da formacao de complexo de inclusdo em solucdo,
sendo monitoradas as alteracfes da solubilidade do farmaco em presenca de quantidade
crescente de ciclodextrina. A partir do tipo de diagrama disposto na Figura 46 (secdo
7.1.6) foi estabelecida a estequiometria, bem como os valores de Kc. Para a
determinacéo dos valores de Kc foi utilizada a Equagéo 14.

7.4.1.1 Diagrama de solubilidade de fases em agua

Para determinacdo da isoterma de solubilidade, o norfloxacino apresenta, em
4gua (Figura 49), diagrama do tipo A_ e Kc = 14,0 L.mol™, o que demonstra que em
meio aquoso o norfloxacino na presenca de B-CD, tem sua solubilidade linear em

fun¢do da concentragdo de B-CD, permitindo a estequiometria de 1:1.

Figura 49. Isoterma de solubilidade do norfloxacino/p-CD em agua
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7.4.1.2 Diagrama de solubilidade de fases em solugdo tampdao fosfato pH 6,0

A isoterma em pH 6,0 (Figura 50), apresenta perfil do tipo AL, onde hd aumento
linear da solubilidade do norfloxacino em concentracdes crescentes de CD, com valor
de K¢ = 58,0 L.mol™ e também, neste caso, permitindo a inferéncia de estequiometria
1:1.

Figura 50. Isoterma de norfloxacino/B-CD em solucdo tampéo fosfato pH 6,0
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7.4.1.3 Diagrama de solubilidade de fases em solucao tampao fosfato pH 8,0

Em pH 8,0 (Figura 51) o diagrama obtido indica perfil do tipo Ap e Kc = 72,0
L.mol™, indicando que os complexos formados s&o de ordem maior que um, em relagdo

a molécula hospedeira apds determinada concentracdo de CD.
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Figura 51. Isoterma de norfloxacino/B-CD em solucdo tampéo fosfato pH 8,0

0.0010 o

O o.0008
=
=
L)
|
L
o
g Eguaticn y=a+bx
~ Adi. R-Square 0, 22262
0.0008 4 Walue Standard Error
- N Inter cept 52589864 3,3888TE-S
M Slope 0,03889 0,00483

T T T T I
0,000 0,005 0,010

B-ciclodextrina &

Os dados apresentados na Tabela 53 demonstram um aumento significativo da
solubilidade do norfloxacino quando em presenga da 3-CD, onde em &gua e em solucdo
tampéo fosfato pH 6,0 a solubilidade foi aumentada, em relagdo a concentracdo maxima
de B-CD. Tal fato € comprovado pelas isotermas de solubilidade que descrevem um
perfil do tipo A.. Em solucdo tampéo fosfato pH 8,0, foi observado um aumento
significativo na solubilidade do norfloxacino quando comparado na auséncia e presenga
de B-CD, onde a isoterma apresentou-se do tipo Ap.

Assim, observados os dados da Tabela 44 e pelo que foi descrito anteriormente,
pode-se compreender que a complexagdo do norfloxacino com a B-CD esta associada a
varia¢do do pH do meio, sendo que em meio basico ha uma maior solubilidade, pois a

forma ionizada do farmaco é predominante.
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Tabela 53. Dados referentes a solubilidade do norfloxacino nos diferentes meios, o
valor de constante de estabilidade (Kc M™), a eficiéncia de complexacéo (CE) e o perfil

de isoterma, 25 °C

Meio So Smax Aumentode K.(M?') (CE) Tipode pH

(mg/mL) (mg/mL) solubilidade Isoterma  final
Agua 0,32 0,39 1,2 14 0,014 AL 7,17
pH 6 0,39 0,73 1,9 58 0,07 AL 6,19
pH 8 0,18 0,44 2,4 72 0,04 Ap 7,97

7.4.2 Veocidade de Dissolugéo I ntrinseca

Foram construidos graficos e efetuados todos os célculos para as analises de
NOR-MP e amostra de moagem conjunta em triplicata os resultados finais estdo nas

Tabelas 54 e 55, respectivamente.

Tabela 54. Resumo das trés determinacfes de NOR-MP, pelo método da velocidade de
dissolucdo intrinseca

Tempo (min) Média DP? DPR(%)"
(mg/mL/cm?)”
0 0,00 0,00 0,00
1 0,01 1,01 16,48
2 0,01 3,13 23,00
3 0,02 1,53 7,85
4 0,03 0,86 3,34
5 0,03 1,92 6,09
10 0,06 5,01 8,12
15 0,09 6,25 6,77
20 0,12 9,48 7,87
25 0,15 12,56 8,29
30 0,18 16,62 9,20
45 0,27 23,95 8,96
60 0,35 23,10 6,61
75 0,43 23,23 5,36
90 0,52 41,83 8,10
105 0,60 4714 7,89
120 0,68 51,13 7,92

*Médias de trés determinacdes; *DP: desvio padrao; "DPR: desvio padréo relativo
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Tabela 55. Resumo das trés determinacGes da amostra de maceracdo e moagem
conjunta, pelo método da velocidade de dissolucdo intrinseca

Tempo (min) Meédia (moagem) Meédia (maceracao)
(mg/mL/cm®)"e®DPR  (mg/mL/cm?)” e °DPR
(%) (%)

0 0,00-0,0 0,00-0,0

1 0,02 - 37,80 0,02 — 24,85

2 0,03 -31,83 0,03 - 23,93

3 0,05 — 29,65 0,05 — 25,83

4 0,06 — 23,20 0,07 — 19,63

5 0,08 — 16,87 0,08 — 26,23

10 0,16 — 16,80 0,16 — 30,20

15 0,23-11,02 0,24 — 24,18
20 0,30 - 10,36 0,31-21,48

25 0,37 — 8,95 0,39 — 20,48
30 0,46 — 4,78 0,48 — 20,06
45 0,57 — 22,38 0,70-21,01
60 0,79 — 4,60 0,90 — 15,23

75 0,93-7,15 1,01-11,71
90 1,11 -6,93 1,17 - 9,49
105 1,23-6,53 1,20 - 10,35
120 1,33-2,87 1,22 -9,35

*Médias de trés determinacdes; “DPR: desvio padrdo relativo

A Figura 52 ilustra a comparacédo do perfil de dissolugdo intrinseca do NOR-MP
maceracdo e moagem conjunta, onde pode-se observar que o perfil da maceragdo e

moagem conjunta (NOR-MP ¢ 3-CD) foi maior que apenas do NOR-MP.

Figura 52. Perfil da velocidade de dissolugdo do norfloxacino
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Yu e colaboradores (2004) determinaram que para farmacos onde é possivel
obter uma boa correlacéo entre a dissolucdo intrinseca e a solubilidade, o valor limitrofe
para a divisdo das classes seria 1,0 mg/min/cm - 0,017 mg/min/cm, ou seja, farmacos
com VDI acima desse valor seriam considerados de alta solubilidade e VDI abaixo
desse limite, indicariam farmacos de baixa solubilidade.

De acordo com essa divisdo o perfil de VDI da amostra de maceragcdo e moagem
conjunta em 120 minutos foi de 1,22 e 1,33 mg/mL/cm?, respectivamente e para o
NOR-MP foi de 0,68 mg/mL/cm?.

7.4.3 Andlisetérmica

Na anélise de DSC, a B-CD apresenta um pico largo por volta de 131 °C. A
analise de formacdo do complexo pode ser feita comparando-se a curva DSC do
complexo com a B-CD da molécula hospede e da mistura fisica. O pico do farmaco
NOR-MP apresenta fusdo, um pico estreito bem definido (Figura 53) e quando ocorre a
formacdo do complexo, pode-se observar que ndo ocorre a presenca do pico do fa&rmaco,
indicando entdo a formacdo da complexacdo da amostra LIOF comparada ao farmaco

livre.

Figura 53. Gréaficos de calorimetria exploratéria diferencial das amostras: -CD (1),
NOR-MP (2), AM (3), MF (4) e LIOF (5)
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Analisou-se a TG comparando a temperatura de inicio da decomposicdo da
molécula hdspede sozinha com o suposto complexo (Tabela 56 e Figura 54). O inicio da
temperatura da perda de agua do norfloxacino livre foi de 90 °C e a do complexo LIOF
foi de 91 °C, identificando a complexagdo devido a maior temperatura, mostrando que o
farmaco esta protegido pelo complexo.

A andlise também pode ser feita através da comparagdo da porcentagem de
massa perdida do complexo em relacdo a mistura fisica e é também um indicativo da
formacédo de complexos farmaco:CD. A perda de massa em questdo corresponde a saida
de 4gua da cavidade da CD pela sua evaporagdo, o que ocorre em temperaturas de até,
no maximo, 150 °C. Comparando a amostra LIOF com a MF, pode-se identificar que
ocorreu a complexacdo devido a menor percentagem de LIOF. Quando se verifica a
diminuicdo de massa perdida correspondente a agua no complexo, em comparagao com
a mistura fisica, é possivel concluir que a molécula héspede esta ocupando o lugar da
agua na cavidade e, portanto, houve a formacdo de complexos de inclusdo. Entretanto,
na hipotese de ndo formacdo de complexos, a perda de agua do complexo é igual a da

mistura fisica.

Tabela 56. Perda de agua e temperatura da perda de agua dos graficos de
termogravimetria: B-CD, NOR-MP, AM, MF e LIOF

Perda de 4gua (massa) Temperatura de

perda de 4gua

Amostra mg % °C
B-CD 0,1291 11,19 90
NOR-MP 0,0867 9,08 90
AM 0,2163 12,83 85
MF 0,1436 10,01 90
LIOF 0,0874 9,97 91
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Figura 54. Graficos de termogravimetria das amostras: -CD (verde), NOR-MP
(vermelho), AM (azul), MF (marrom) e LIOF (rosa)

7.4.4 Espectrofotometria naregido do infravermelho

Os espectros obtidos na regido do infravermelho foram comparados as bandas de
B-CD, NOR-MP, norfloxacino liofilizado (LIOF), amassado (AM) e mescla fisica (MF).
Na ocorréncia da complexacdo, as bandas podem mudar de posicdo, diminuir ou até
mesmo desaparecer. Os espectros de liofilizado e amassado apresentam mudancas e
desaparecimentos de bandas 1730, 1550, 1522 e 1478, conforme indicado na Figura 55,

sugerindo a formagao do complexo com a $-CD.

Figura 55. Espectro de absorcdo na regido do infravermelho: NOR-MP (a); B-CD (b);
LIOF (c); AM (d); MF (e)
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7.4.5 Difracdo deraios-X

A Figura 56 mostra os difratogramas: 1) Norfloxacino MP, 2) B-CD, 3)
Amassado, 4) liofilizado e 5) mescla fisica. O difratograma do norfloxacino possui pico
bem definido e os sistemas obtidos por amassado e liofilizagdo mostram interagdo com
a B-CD, e a mescla fisica indica sinais de presenca de farmaco cristalino e auséncia de

interacdo, com uma leve presenca do norfloxacino.

Figura 56. Difratograma de 1) Norfloxacino MP, 2) B-CD, 3) Amassado, 4) liofilizado

e 5) mescla fisica

7.4.6 Microscopia eletronica de varredura

As analises de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foram realizadas no
Instituto de Quimica da Universidade Estadual Paulista de Araraquara-SP.

Foram analisadas e comparadas a morfologia do norfloxacino, B-CD e dos
complexos obtidos por: amassado, mescla fisica e liofilizacao.

As Figuras 57, 58, 59, 60 e 61 mostram a morfologia do norfloxacino, B-CD e

dos respectivos complexos.
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Figura 57. Fotomicrografia do norfloxacino-MP, aumento 500 vezes

Figura 58. Fotomicrografia da p-CD, aumento 500 vezes
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Figura 59. Fotomicrografia do complexo obtido por amassado (AM), aumento 500

Vezes

Figura 60. Fotomicrografia do complexo obtido por mescla fisica (MF) aumento de 500

Vezes
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Figura 61. Fotomicrografia do complexo obtido por liofilizacdo (LIOF) aumento de
500 vezes

As Figuras 59 e 61 mostram nitidamente como ocorreu a complexacdo do
norfloxacino com a B-CD. Ja a figura 60, mostra que ndo ocorreu a complexacao, pois

pode-se observar a presen¢a do norfloxacino e da 3-CD em sua forma livre.

7.4.7 Analise microbiol 6gica dos complexos

Apos a complexacdo do norfloxacino com a B-CD, a proxima etapa foi o0 ensaio
microbioldgico para determinar a poténcia dos complexos. A Figura 62 ilustra um
grafico comparando o teor (%) do farmaco livre NOR-MP com 102,5%, enquanto 0s
complexos MF, AM e LIOF, tiveram poténcia de 97,18; 89,52 e 96,57%
respectivamente, indicando que os complexos de incluséo tiveram uma boa atividade
microbioldgica para o micro-organismo S. epidermidis, utilizado no desenvolvimento da
metodologia microbioldgica por turbidimetria. Além disso, os complexos foram
submetidos a degradacdo pela luz UVC durante um periodo de 7 horas, também
avaliado pela mesma metodologia microbioldgica. A Figura 63 destaca que a poténcia

dos complexos diminuiu em 51,14; 48,05 e 60,31 % em relacdo ao complexo ndo
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degradado, evidenciando que o suposto complexo deveria proteger o farmaco da

radiacdo ultravioleta devido a suposta encapsulag@o do farmaco pela B-CD.

Figura 62. Representagdo grafica da poténcia do NOR-MP e dos complexos MF, AM e
LIOF
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Figura 63. Representacdo grafica indicando a poténcia dos complexos MF, AM, LIOF

antes e ap6s 7 horas de degradagdo em luz UVC

Kamal Dua e colaboradores (2007) investigaram a atividade do complexo
norfloxacino e B-CD, utilizando-se a metodologia de difusdo em &gar para as seguintes
cepas: Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa, para os quais, pode-se observar um pequeno aumento nos halos de inibicao
em relacdo ao farmaco livre. Em adicdo a este estudo, foram acrescentados ao complexo
acido ascorbico e &cido citrico como um aditivo solubilizante, mostrando um aumento
significativo dos halos de inibi¢do, sendo realmente eficaz para a avaliagdo da atividade
antimicrobiana.
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75 Discussao

A técnica utilizada para a realizacdo do diagrama de solubilidade de fases
identificou que o norfloxacino apresentou um aumento de solubilidade frente a
concentragdes crescentes de 3-CD e também que esta melhora é atribuida a varia¢éo do
pH. De acordo com as tecnicas de andlise térmica, espectrofotometria na regido do
infravermelho, difragdo de raios-X e microscopia eletronica de varredura, o Unico
procedimento que mostrou ser adequado para a obtencdo do complexo foi a liofilizacao.

O estudo mostrou que a obtengcdo do complexo foi possivel, uma vez que o
efeito terapéutico de um farmaco depende da sua biodisponibilidade e da solubilidade
das suas moléculas e com a complexacdo houve um aumento significativo da
solubilidade. O norfloxacino é considerado um farmaco fotossensivel, entdo apds a
complexagdo com B-CD foi testado sua fotossensibilidade e a mesma avaliada pelo
método microbioldgico, entretanto, apesar da complexacdo ter ocorrido ndo houve a
protecdo da complexacédo para o farmaco.

Os complexos obtidos neste trabalho foram aplicados ao teste microbioldgico in
vitro e demonstraram ter uma poténcia significativa para o micro-organismo S.

epidermidis.
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8.1 Polimorfismo

8.1.1 Introducéo

O polimorfismo é a capacidade de um composto cristalizar em mais do que uma
forma cristalina. Antes, devemos entender o conceito sobre célula unitaria. De acordo
com Bottom (1999), a distribuicdo espacial dos &tomos, moléculas ou ions, podem ser
classificados em: sdlidos cristalinos (compostos por &atomos, moléculas ou ions
arranjados de uma forma periddica em trés dimensdes) ou sélidos amorfos (compostos
por atomos, moléculas ou ions que ndo apresentam uma ordenacdo de longo alcance).

Os materiais cristalinos, denominados de estrutura cristalina, podem ser
arranjados como esferas rigidas onde os &tomos ou ions sdo representados como esferas
de diametro fixo, podendo ser reticulado, sendo um conjunto de pontos, que podem
corresponder a &tomos ou grupos de 4tomos, que se repetem no espaco tridimensional
com uma dada periodicidade e a célula unitaria que pode ser definida como o menor
agrupamento de atomos representativo de uma determinada estrutura cristalina
especifica (BOTTOM, 1999).

A célula unitéria (Figura 64) representa a simetria de uma determinada estrutura
cristalina, onde em a) temos um solido cristalino, b) célula unitaria representada por
esferas rigidas e c) célula representada pelas posi¢des ocupadas pelos atomos. Qualquer
ponto da célula unitaria que for transladado de um multiplo inteiro de pardmetros de
rede ocupard uma posicao equivalente em outra célula unitaria. Existem somente sete
diferentes combinag6es dos parametros de rede. Cada uma dessas combinagdes constitui
um sistema cristalino. Os sistemas cristalinos sdo: cubico, hexagonal, tetragonal,

ortorrdmbico, monoclinico, triclinico e romboédrico (BOTTOM, 1999).

Figura 64. llustracéo de celula unitéria.

Fonte: adaptado de BOTTOM, 1999
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Diferentes polimorfos de farmacos sdo quimicamente idénticos, mas apresentam
diferentes propriedades fisico-quimicas, incluindo solubilidade, ponto de fus&o, textura,
densidade, viscosidade, volume, dureza do cristal, condutividade, forma do cristal, cor,
indice de refracdo, higroscopicidade, perfil de dissolucdo e estabilidade, que sdo
essenciais para que um principio ativo atinja niveis terapéuticos no organismo. Vale
ressaltar que diferencas morfologicas nos cristais ndo revelam, necessariamente, a
ocorréncia de polimorfismo (GIRON, 1995).

Uma grande variedade de compostos organicos e inorganicos de relevancia
farmacéutica podem ocorrer em uma ou mais formas cristalinas. Nos solidos este
conceito implica na formacdo de cristais ideais em que as unidades estruturais sao
repetidas regularmente e indefinidamente em trés dimensdes no espaco. Estas unidades
tém uma forma definida e orientacdo, apresentando um volume definido, que contém os
atomos e moléculas necessarios para a geracao do cristal (VIPPAGUNTA et al., 2001).

Os polimorfos podem ser classificados em monotropicos (uma forma
polimorfica é instavel em todas as temperaturas e pressées) ou, enantiotropicos (um
polimorfo pode ser transformado reversivelmente no outro por variagcdo de temperatura
ou pressdo) com base nas suas propriedades termodindmicas. O farmaco, uma vez
caracterizado numa destas categorias, é pesquisada a existéncia de formas metastaveis
do cristal. Formas metastaveis sdo associadas a uma maior energia e, consequentemente,
maior solubilidade. Similarmente, a forma amorfa do farmaco é sempre mais adequada
que a forma cristalina, devido a uma maior energia associada e a uma area de superficie
aumentada (GIRON, 1995; SANCHEZ et al., 2007).

Geralmente, a forma anidra de um farmaco tem maior solubilidade que a forma
hidratada. Isto porque as formas hidratadas ja se encontram em interacdo com a agua,
possuindo deste modo menos energia livre para a ruptura dos cristais em comparacao
com as formas anidras (estado energético termodindmico mais elevado) para adicional
interagdo com a agua. Alguns farmacos podem existir em uma forma amorfa (ndo
possuem estrutura cristalina interna). Estes farmacos representam o estado energético
mais alto e podem ser considerados como liquidos superarrefecidos. Eles tém maior
solubilidade aquosa que as formas cristalinas porque necessitam de menos energia para
transferir uma molécula para o solvente (GIRON, 1995; SANCHEZ et al., 2007).
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O processo de obtencdo de uma forma cristalina pode ser realizado através de
diversos processos: cristalizacdo por evaporacdo do solvente, cristalizagdo por
resfriamento, cristalizacdo por adicdo de anti-solvente, cristalizacdo por alteracao do pH
(para acidos ou bases fracas), cristalizacdo por introducdo de aditivos, etc (LEE &
WEBB, 2003; HUANG & TONG, 2004).

Na industria farmacéutica, o estudo de polimorfismo estd relacionado
diretamente com o desenvolvimento de medicamentos, assim como as propriedades
fisico-quimicas, de estabilidade, especialmente no que concerne a compatibilidade com
excipientes. O processamento e a estabilidade do produto acabado, devem sempre estar
de acordo para que se tenha um medicamento de qualidade (CHAWLA et al., 2004).

Mas de 90% dos medicamentos sdo utilizados em formas sdlidas como
comprimidos, capsulas, aerossdis e suspensdes, contendo o farmaco particulado e, em
geral, na forma cristalina (BUGER, 2000). Vérios estudos tém demonstrado que a
modificacdo da forma cristalina e a entropia reduzem a entalpia de fusdo, aumentando a
taxa de dissolucdo da forma farmacéutica, o que pode interferir fortemente nas
propriedades fisico-quimicas e na cinética de absor¢do do farmaco a partir do produto
acabado (CHAWLA et al., 2004).

Na literatura hd uma grande quantidade de artigos de revisdo que relne uma
extensa lista de farmacos que apresentam polimorfos, sendo o mais atual a apresentada
por Giron (1995). Sdo varios farmacos que podem apresentar polimorfos, compostos
como barbitdricos (70%), sulfonamidas (60%) e esteroides (23%) (REFFNER et al.,
1988).

A Tabela 57 representa uma lista dentre os farmacos registrados no Brasil junto
a ANVISA até dezembro de 2004, aqueles que apresentam polimorfos. A RDC n° 136,
de 29 de maio de 2003 (BRASIL, 2003b) exige que o relatdrio de registro de um novo
medicamento especifique a discriminacgdo das caracteristicas do polimorfo utilizado no

medicamento e de outros polimorfos relacionados ao principio ativo.
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Tabela 57. Lista de medicamentos que apresentam polimorfo registrado na ANVISA

Classe terapéutica

Principio ativo

Amebicida, giardicida e

tricomonicida

Metronidazol

Analgésicos ndo opioides e

antitérmicos

Acido acetilsalicilico

Paracetamol

Ansioliticos

Cloridrato de buspirona

Diazepam, lorazepam

Antiagregantes

plaquetarios

Cloridrato de ticlopidina

Antialérgicos

Dicloridrato de cetirizina

Antianginoso e

vasodilatador

Nifedipeno, nimodipino

Pentoxifilina

Anticonvulsivante

Carbamazepina

Antiasmaticos,
broncodilatadores

Fumarato de cetotifeno

Antibacterianos

Amoxicilina, ampicilina,

cefazolina

Cefalexina, norfloxacino,

sulfametazol + trimetropina

Antidiabéticos

Cloridrato de metformina

Glibenclamida

Antieméticos Bromoprida
Antiflngicos Cetoconazol Nistatina
Anti-helmintico Mebendazol

Anti-hipertensivos

Captopril, captopril +
hidroclorotiazida de

propanolol, enalapril,

espironolactona, felodipino,

hidroclorotiazida

Lisinopril, lisinopril +
hidroclorotiazida, losartan,
maleato de enalapril +
hidroclorotiazida, metildopa,

nitrendipino

Anti-inflamatorios ndo

esteroidais

Diclofenaco, piroxicam

Tenoxicam

Antiulcerosos

Cimetidina

Cloridrato de ranitidina

Diuréticos

Cloridrato de amilorida

Furosemida

Glicocorticoide sistémico

Prednisona

Fonte: adaptado de BRASIL, 2003b
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A FDA recomenda que, durante o desenvolvimento de novos produtos, sejam
realizadas pesquisas de possiveis formas polimdrficas e solvatos, empregando processos
de recristalizacdo. Aconselha-se ainda, um rigoroso acompanhamento da pureza fisica
do farmaco durante o seu processo industrial e periodo de armazenamento (FDA,
2012b).

8.2 Material

Para recristalizacdo de polimorfo, utilizou-se NOR-MP descrito na secdo 4.4.

8.3  Método
8.3.1 Preparo deformascristalinas

A forma polimorfica A, B e C do norfloxacino foi preparada de acordo com a
literatura (BARBAS et al., 2007). Pesou-se 1,0 g de norfloxacino e adicionaram-se
100,0 de acetonitrila, isopropanol e acetona para obtencdo das formas A, B e C,
respectivamente, em um baldo de destilacdo separadamente. As solucdes ficaram em
sistema de refluxo durante trés horas em temperatura ambiente. Posteriormente, as
solucdes foram colocadas em banho maria (A e C em 85,0 °C e B em 56°C) e a cada dia
foi diminuido 4 °C até chegar em 25 °C. Os cristais foram retirados manualmente do

bal&o de destilagdo e armazenados em dessecador.

8.3.1.1 I dentificacdo de formas cristalinas

8.3.1.1.1 Andlisetérmica

As curvas de DSC das trés formas polimorficas A, B e C foram obtidas com
DSC TA 2920, e as curvas TG das trés formas polimdrficas A, B e C foram obtidas com
TG TA 2920. O equipamento utilizado na analise termogravimétrica € basicamente
constituido por uma microbalanca, um forno, termopares e um sistema de fluxo de gas.
As massas das amostras utilizadas para DSC foram: A 0,97 mg, B 1,04 mge C 0,91 mg
e as massas para TG foram: A 1,09 mg, B 1,47 mg e C 1,09 mg. Posteriormente, foram

colocadas em capsulas de aluminio parcialmente fechadas, com razdo de aquecimento
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de 10°C/min, na faixa de temperatura de 25 °C até 350 °C, atmosfera dindmica de
nitrogénio com vazdo de 70 mL/min, suporte de Al,Os. Os dados obtidos foram
analisados e processados atraves do software TA Instruments Universal Analysis 2000.
Antes dos ensaios, verificou-se a calibracdo do instrumento empregando-se uma

amostra de oxalato de calcio monoidratado com perdas de massas definidas.

8.3.1.1.2 Espectrofotometria naregiao do infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho foram obtidos com 1,0 mg das formas

A, B e C separadamente, utilizando-se pastilhas de KBr dessecada a 105 °C.

8.3.1.1.3 Ressonancia magnética nuclear de prétons

A ressonancia magnética nuclear de prétons baseia-se na absor¢do de radiacdo
da radio frequéncia do espectro eletromagnético, que resulta em modificacdo na

orientacdo do spin do nucleo, quando submetido a um campo magnético.

8.3.1.1.4 Difracdo deraios-X

Os difratogramas de raios-X foram obtidos em um difratdmetro raios-X Siemens
modelo D5000, com taxa de varredura de 0,1°/segundos a cada 0,05° em 20, variando

de 4° a 70°, a radiagdo de Cu monocromatizada por cristal de grafite.

8.3.1.1.5 Microscopia €eletrénica de varredura

As amostras foram submetidas & metalizacdo com ouro (SPUTTERIG) para
tornar a superficie condutora e colocada em um porta-amostra para avaliagdo em
microscopio eletrénico marca JEOL (Fiel Emission Scanning Electron Microscope),
modelo JSM-7500F.

8.3.2 Analise microbiolégica dos polimorfos

As amostras de polimorfos A, B e C foram analisadas pela metodologia

desenvolvida e validada por turbidimetria descrito na secdo 6.4 deste trabalho. As
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amostras dos polimorfos foram comparadas contra a substancia quimica de referéncia.

As andlises foram realizadas em triplicata e entdo calculadas a poténcia dos complexos.

8.4 Resultados
8.4.1 Andlisetérmica

A Figura 65 de DCS mostra a substancia de referéncia NOR-MP e as formas
polimorficas C, B e A (apresenta um pequeno ruido devido a linha elétrica),
respectivamente. A forma B estd mais evidente devido ao fenédmeno endotérmico em
211,83 °C. Os resultados corroboram com a literatura (BARBAS et al., 2007).

Figura 65. Curvas de DSC de formas polimdrficas de norfloxacino. (1) NOR-SQR; (2)
forma C; (3) forma B; (4) forma A

A Figura 66 de TG mostra a substancia de referéncia NOR-MP e as formas
polimorficas C, B e A (apresenta um pequeno ruido devido a linha elétrica)
respectivamente, mostrando ndo ser um solvato e nem uma forma hidratada. O que nos

permite verificar a diferenca de pseudo-polimorfos, cujo diferencial é o estado de
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hidratacdo ou solvatacdo. E um método (til para distinguir o polimorfismo do pseudo-

polimorfismo.

Figura 66. Curvas de TG de formas polimdrficas de norfloxacino. (1) NOR-SQR; (2)
forma C; (3) forma B; (4) forma A

8.4.2 Espectrofotometria na regido do infravermelho

A observacgéo dos espectros de infravermelho demonstrados na Figura 67 indica
que as técnicas de recristalizacdo permitiram a obtencdo das formas polimorficas C, B e
A de norfloxacino, respectivamente. Os espectros obtidos neste trabalho coincidem com
0s espectros na literatura (BARBAS et al., 2007), onde as principais mudangas nas
bandas estdo representadas na Figura 67. Forma C e B: 1330, 1177 cm™; Forma A:
1730, 1580, 1330 e 866 cm™.
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Figura 67. Espectros de infravermelho de formas polimérficas de norfloxacino

8.4.3 Ressonancia magnética nuclear de prétons

A Figura 68 mostra a caracterizacéo por ressonancia “*C no estado sélido, onde
pode-se observar os deslocamentos quimicos semelhantes das formas polimorficas B e
C quando comparados aos sinais do produto de referéncia NOR-MP. As formas B e C
possuem amplitude e intensidades dos sinais diferentes de NOR-MP. Tais diferencas
sdo evidéncias de polimorfismo. As principais diferencas estdo no C10 grupamento etil;
C3, C4 e C4a do anel aromaético e no grupo carboxilico na posi¢cdo 9, onde encontram-se
destacadas (BARBAS et al., 2006; BARBAS et al., 2007).
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Figura 68. Espectros de RMN **C das formas polimérficas B e C

8.4.4 Difracdo deraios-X

Os difratogramas obtidos para diferentes formas polimérficas comparados ao
NOR-MP estdo apresentados na Figura 69, onde permite concluir que as técnicas de

recristalizacdo descritas na secdo 8.1.3.1, permitem a obtencdo das formas polimorficas
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C, B e A do norfloxacino, respectivamente, pois os padrdes de difracdo obtidos neste
trabalho coincidem com os padrdes demonstrados na literatura (BARBAS et al., 2007).

Figura 69. Difratograma do NOR-MP (1) comparado aos difratogramas das formas
polimorficas C (2), B (3) e A (4)

8.4.5 Microscopia eletronica de varredura

A observacdo das fotos de microscopia eletrénica de varredura dos polimorfos
de norfloxacino demonstradas nas Figuras 70, 71 e 72 permite confirmar que a técnica
de recristalizacdo foi eficaz e permitiu a obtencdo das formas A, B e C de norfloxacino,
respectivamente. Pode-se observar claramente que os polimorfos estdo em diferentes
formatos, comparado ao NOR-MP (Figura 57).
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Figura 70. Fotomicrografia do polimorfo de norfloxacino (forma A) aumento de 1000x

Figura 71. Fotomicrografia do polimorfo de norfloxacino (forma B) aumento de 1000x
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Figura 72. Fotomicrografia do polimorfo de norfloxacino (forma C) aumento de 1000x

8.4.6 Analise microbiolégica dos polimorfismos

A analise das amostras dos polimorfos na forma A, B e C foram comparadas a
amostra de referéncia NOR-MP, através da metodologia desenvolvida e validada na
secdo 6.4 deste trabalho. Os resultados estdo dispostos na Figura 73, indicando que as
formas A e B tiveram alta atividade microbiana.

Figura 73. Representacdo gréfica da poténcia do NOR-MP x polimorfos A, B e C.
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Na literatura nenhum trabalho foi encontrado, onde teste de atividade
antimicrobiana tenha sido realizado com polimorfos do farmaco norfloxacino. Este é um
fato importante e principal objetivo no estudo de polimorfismo deste trabalho.

O polimorfo em um farmaco pode alterar drasticamente propriedades como:
estabilidade quimica, purificacdo, processabilidade do medicamento, robustez do
processo de fabricacdo, higroscopicidade e alteracGes fisicas durante a armazenagem; ja
no medicamento, as modificacbes podem ser as mesmas apresentadas anteriormente,
além de solubilidade e perfil de dissolucdo. Porém, o fato de o norfloxacino apresentar
trés formas polimorficas no estado anidro, ndo significa que elas possam diminuir sua

atividade microbiana e sim, ser mais ativa que a forma amorfa.

8.5 Discussao

As formas polimorficas do norfloxacino A, B e C, foram obtidas através da
recristalizacdo e foram caracterizadas conforme as técnicas apresentadas neste trabalho
de acordo com a literatura como formas anidras.

Um dos principais objetivos deste estudo de polimorfismo foi realizar o teste
microbiologico e verificar se estas formas polimdrficas teriam ou ndo atividade
antimicrobiana.

Os resultados foram satisfatorios e podem estimular estudos futuros no que diz
respeito a polimorfismo de agente antimicrobiano. Porém, este fato ndo descarta tal
preocupacdo com certos polimorfos que outros produtos farmacéuticos apresentam.
Portanto, do ponto de vista sanitério, a manutengdo da qualidade dos medicamentos
significa a garantia de que o mesmo apresentar-se-4 sempre seguro e eficaz, em
consonancia com as evidéncias na literatura e os dados apresentados as autoridades
quando de seu registro. Um desvio de qualidade pode significar uma perda de eficacia
ou de seguranca, expondo o paciente a um risco desnecessario. Tendo em vista as
implicacdes que os polimorfos apresentam, faz-se necessario seu controle para garantir
que o medicamento tera suas caracteristicas mantidas de maneira uniforme a cada lote

de produgéo.
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O controle de qualidade para efetivamente garantir a eficacia e seguranca do uso
de medicamentos, depende da disposicdo de métodos analiticos validados. Face a isso, a
realizacdo de trabalhos cujos objetivos sejam relacionados a estes temas vem a ser
relevante.

Foram desenvolvidos e validados metodos analiticos usualmente descritos nos
codigos oficiais e na literatura relacionados ao controle de qualidade de farmacos e
medicamentos. Além disso, a simplicidade de execucdo e o tempo de andlise foram,
considerados, tendo em vista que se buscaram métodos aplicaveis ao controle de
qualidade de rotina.

A escolha da metodologia de andlise depende de diversos fatores. Além de
atender aos requisitos de validacdo, comprovado através da avaliacdo dos parametros
analiticos, os métodos devem ser compativeis com o0s recursos usualmente disponiveis
nos laboratérios de controle de qualidade. Dessa forma, o custo dos materiais e
equipamentos necessarios a utilizacdo de um método de anélise deve ser levado em
consideracao.

A caracterizacdo da SQR e dos comprimidos de norfloxacino, peso médio,
solubilidade e umidade estdo de acordo com o especificado pelo fabricante, literatura
e/ou Farmacopeia Brasileira 5 (2010).

A determinacdo da faixa de fusdo permitiu caracterizar o norfloxacino SRQ e
comprimidos.

Os meétodos por cromatografia em camada delgada, analise térmica,
espectroscopia na regido do infravermelho, espectrofotometria na regido do visivel,
CLAE e EC foram desenvolvidos para identificar o farmaco na forma farmacéutica. A
partir dos resultados obtidos pelas técnicas utilizadas, foi possivel confirmar, com
confiabilidade, a identidade do norfloxacino SQR, bem como identifica-las nos
comprimidos. As diferentes técnicas utilizadas propiciam alternativas versateis na
escolha do método de analise, embora, algumas vezes, seja conveniente aplicar mais de
uma técnica para que resultados de alta confiabilidade possam ser obtidos.

A determinagdo de norfloxacino em comprimidos por espectrofotometria na
regido do visivel a 520 nm, utilizando como reagente acido cloranilico 0,1% como

reagente atendeu a todos os parametros de validacao.
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A andlise quantitativa por CLAE apresenta inimeras vantagens como a
versatilidade, eficiéncia de separacdo e especificidade, razdo pela qual se aplica ao
monitoramento da estabilidade de farmacos e medicamentos, com possibilidade de
separacdo dos produtos de degradacdo formados, demonstrando satisfatério para a
analise.

O método microbioldgico, ensaio turbidimétrico, foi desenvolvido e validado
utilizando o micro-organismo Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 IAL 2150, para
determinacéo de norfloxacino em comprimidos.

A comparacdo dos métodos propostos para determinacdo quantitativa de
norfloxacino na forma farmacéutica comprimidos por VIS, CLAE e turbidimétrico ndo
apresentou diferenca estatisticamente significativa. Todos os métodos atenderam aos
requisitos de validacéo.

Nos estudos de complexacdo com a B-CD, foi demonstrado que a complexacao
pode ter influenciado no aumento significativo da solubilidade do farmaco. No entanto,
aléem de ter aumentado a solubilidade do farmaco, também houve um aumento
significativo em sua atividade microbioldgica visto que o norfloxacino é um agente
antimicrobiano.

Os polimorfos podem trazer diferencas significativas nas caracteristicas fisico-
quimicas, tais como faixa de fusdo, densidade, morfologia, solubilidade e cor. Essas
mudancgas fisicas e quimicas podem ocorrer durante o processo de sintese ou até mesmo
de fabricacdo do medicamento. Este por sua vez, pode ter um impacto sobre a
estabilidade e biodisponibilidade, comprometendo o sucesso terapéutico do tratamento.

Neste trabalho foi demonstrado que duas formas polimdrficas anidras do
norfloxacino obtiveram atividade antimicrobiana. Tal fato justifica que a matéria-prima
utilizada para a producéo de medicamentos de norfloxacino deve passar por um rigoroso
processo de controle de qualidade para realmente assegurar qual forma polimdrfica se
estd trabalhando, evitando assim o comprometimento e sucesso terapéutico do

medicamento.
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No presente trabalho foi realizado analise quimico-farmacéutica de norfloxacino
SQR e comprimidos, além dos estudos de complexacdo com B-CD e estudos de
polimorfismo. Considerando a revisdo da literatura e os resultados experimentais
obtidos, conclui-se que:

A caracterizacdo da SQR e comprimidos de norfloxacino, peso médio,
solubilidade e umidade estdo de acordo com o especificado pelo laudo do fornecedor,
literatura e/ou Farmacopeia Brasileira 2010.

A determinacgdo da faixa de fuséo permitiu caracterizar o norfloxacino SQR e
comprimidos.

Os métodos por CCD, espectroscopia na regidao do infravermelho, andlise
térmica, espectrofotometria na regido do visivel, CLAE e EC, mostram-se adequados
para a identificagdo do farmaco na forma farmacéutica.

A determinacdo de norfloxacino em comprimidos por espectrofotometria na
regido do visivel a 520 nm, utilizando &cido cloranilico 0,1% como reagente atendeu a
todos os parametros de validacéo.

A analise quantitativa pelo método indicativo de estabilidade CLAE utilizando
solucdo de 4&cido acético 5%: metanol (80:20) como fase movel demonstrou
sensibilidade, robustez, precisdo e exatiddo para a determinacdo de norfloxacino
comprimidos, permitindo a separagdo do pico principal dos produtos de degradacéo
formados.

O método microbioldgico turbidimétrico foi desenvolvido e validado, utilizando
0 micro-organismo Saphylococcus epidermidis ATCC 12228 IAL 2150, para
determinacédo de norfloxacino em comprimidos.

A comparacdo dos novos métodos validados para a determinacdo quantitativa de
norfloxacino na forma farmacéutica comprimidos por VIS, CLAE e turbidimétrico nao
apresentou diferencga estatisticamente significativa. Todos 0os métodos atenderam aos
requisitos de validag&o.

A solubilidade aquosa de norfloxacino na presenca de B-CD € aumentada em
comparagdo ao farmaco livre, mostrando influéncia do pH do meio. A caracterizacdo
dos complexos mostrou-se satisfatéria indicando que o melhor complexo foi obtido
através do sistema de liofilizacdo, a anélise microbioldgica pelo método turbidimétrico
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apresentado neste trabalho mostra que os complexos obtidos ndo apresentaram boa
atividade bioldgica comparado ao farmaco livre.

Os estudos de polimorfismo demonstram que as formas polimorficas (A e B) do
farmaco norfloxacino permanecem com sua atividade microbioldgica o que justifica que
mesmo assim as industrias farmacéuticas devem estar sempre monitorando a qualidade
de matéria-prima utilizada nas fabrica¢fes de medicamentos e manter constante contato

com as agéncias reguladoras nacionais informando sobre a ocorréncia de polimorfos.
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