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RESUMO

O enrofloxacino ¢ um antimicrobiano de uso oral, da classe das fluorquinolonas de
segunda geracdo, sendo a primeira fluorquinolona a ser utilizada na medicina veterinaria
para o tratamento de infec¢des bacterianas. Devido ao seu amplo espectro, ¢ amplamente
comercializado e por este motivo o Controle de Qualidade em suas formas farmacéuticas
¢ tao importante. O desenvolvimento de métodos analiticos confidveis ¢ necessario para
a garantia da seguranca, qualidade e eficacia terapéutica dos farmacos presentes nos
medicamentos. Trabalhos anteriores na literatura descrevem diversos métodos analiticos
para determinacdo e quantificacdo do enrofloxacino, porém, ndo sao miniaturizados.
Neste trabalho foi desenvolvido e validado um método analitico quantitativo
miniaturizado para analise de enrofloxacino em comprimidos palataveis de prescri¢ao
veterinaria, por meio de espectrofotometria na regido visivel a 430 nm, utilizando cloreto
férrico como reagente complexante e agua como solvente. Apesar de ser considerado
toxico, o cloreto férrico ¢ utilizado em pouca quantidade, assim como a amostra, o
enrofloxacino SQR e a agua, reduzindo a geracdo de residuos e consequentemente
reduzindo danos ao meio ambiente € ao analista, atendendo os principios da Quimica
Verde. E um método rapido e de facil execuciio, além de ndo ser necessario preparo da
amostra. O enrofloxacino ¢ insoliivel em agua, porém, foram utilizadas solucdes de baixas
concentragdes, o que ndo influenciou na condugdo dos testes. Utilizou-se
espectrofotometro UV-Vis BMG LabTech Spectrostar Nano, solucao de 0,5% de cloreto
férrico como complexante e microplacas de 96 pogos. A validagdo do método foi
conduzida seguindo os guias da International Conference on Harmonisation (ICH) e a
Legislacdo Brasileira. O método demonstrou linearidade entre as concentracdes de 100 a
200 pg/mL, seletividade, precisdo (intradia de DPR 0,75%, interdia de DPR 0,44% e
entre-analista de DPR 0,56%) e exatidao de 98,51%. O método foi considerado robusto
quando submetido a alteracdo em tempo de andlise e comprimento de onda, porém,
demonstrou ndo garantir resultados confiaveis quando submetido a variacdo de marca de

microplaca.

Palavras-chave: controle de qualidade, enrofloxacino, espectrofotometria de luz visivel,

miniaturizado, quimica verde, validagao.



ABSTRACT

Enrofloxacin, an antimicrobial orally absorbed, is a second generation fluorquinolone,
and the first fluorquinolone used in veterinary medicine to the treatment of bacterial
infections. Due to its broad-spectrum activity, it is widely comercialized and because of
it, the Quality Control of its pharmaceutical forms is so important. The development of
reliable analytical methods is necessary to ensure the safety, quality and therapeutical
effectiveness of medicines. In the literature, previous works describe diverse analytical
methods to determination and quantification of enrofloxacin, but none of them was
miniaturized. In this work, a miniaturized quantitative analytical method for analysis of
enrofloxacin in veterinary palatable tablets was developed by spectrophotometry in the
visible region at 430 nm, using iron chloride as complexing agent and water as solvent.
Although iron chloride is considered toxic, it is used in small quantities, like the sample,
enrofloxacin RS and water, reducing the generation of residues and consequently
reducing damages to environment and to the analyst, attending to Green Chemistry
principles. It is a quick and easy method, in addition to that a previous preparation of
sample 1s not necessary. Enrofloxacin is insoluble in water, but the solutions of low
concetrations did not influence in the tests conduction. The method used a
spectrophotometer UV-Vis BMG LabTech Spectrostar Nano, 0.5% iron chloride
solutions as complexing agent and 96-well microplate. Method validation was conducted
according to the International Conference on Harmonisation (ICH) guidelines and the
Brazilian law. The method showed linearity from 100 to 200 pg/mL, selectivity, precision
(intraday RSD 0.75%, interday RSD 0.44% and internalyst RSD 0.56%) and accuracy of
98.51%. The method was considered robust when submitted to variation in time of
analysis and wavelength, but showed that does not guarantee reliable results when

submitted to brand of microplate variation.

Keywords: enrofloxacin, green chemistry miniaturized, quality control,

spectrophotometry in the visible region, validation.
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1. INTRODUCAO

O enrofloxacino ¢ uma fluorquinolona de segunda geragdo, derivado do acido
nalidixico. Foi desenvolvido na década de 1980, destinado especialmente para a Medicina
Veterinaria, sendo a primeira quinolona a ser utilizada para o tratamento de bactérias em
varias espécies de animais (OTERO et al., 2001). O amplo espectro e a propriedade de
deixar pouco ou nenhum residuo de sua biotransformagdo em tecidos comestiveis
impulsionou ainda mais sua utiliza¢do na Medicina Veterinaria, sendo aplicavel, portanto

em animais de criagdo em fazendas (BABAAHMADY; KHOSRAVI, 2011).

A seguranga do enrofloxacino tem sido extensivamente testada e foi provado que
¢ pouco toxico nas vias intravenosa e oral. Efeitos secunddrios significativos ocorreram
apenas em animais de laboratorio que receberam doses 10 vezes superiores as
recomendadas. O composto ndo ¢ teratogé€nico ou mutagénico e, na maioria das pesquisas
cientificas, ndo houve evidéncia de risco para os aplicadores ou consumidores

(BABAAHMADY; KHOSRAVI, 2011).

A ampla utilizagdo e comercializa¢do do enrofloxacino aumentam a necessidade
do desenvolvimento de métodos analiticos diversos, que sejam acessiveis a rotina de
producdo industrial do medicamento, que causem menos danos ao meio ambiente e que

gerem resultados confidveis.

O Controle de Qualidade na industria farmacéutica € o conjunto de medidas de
andlise da qualidade de cada lote de medicamentos para que contemplem todas as
especificagdes estabelecidas. Algumas das medidas sdo o desenvolvimento e validacio
de métodos analiticos para a identificagdo e quantificacdo do principio ativo nas diversas
formas farmacéuticas. Dados analiticos ndo confidveis podem causar decisdes desastrosas
e prejuizos financeiros irrecuperaveis. O método analitico deve ser validado a fim de obter

resultados confidveis sobre a amostra testada (LA ROCA et al., 2007).

A validagdo demonstra que o método ¢ apropriado para a finalidade pretendida,
devendo garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atende as exigéncias
das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2017).
Os métodos utilizados na avaliagdo de conformidade de produtos farmacéuticos com
especificagdes estabelecidas devem atingir padroes adequados de exatiddo, precisao e

confiabilidade, entre outros (LA ROCA et al., 2007).

Dados mostram que desde o inicio do século XIX, que representa o inicio do

crescimento da producgdo e utilizagdo de produtos quimicos, até os dias de hoje, o que



13

atinge aproximadamente 200 anos, houve degradagdo e poluicdo do meio ambiente
equivalente a mais de 10.000 anos de histéria (FARIAS; FAVARO, 2011). Devido as
altas taxas de poluicdo e degradacdo do meio ambiente, na década de 90 foram propostas
medidas para a minimizag¢do da producao de residuos, ao invés de apenas ocorrer o
tratamento do residuo no fim da linha de produgdo. Este conceito ¢ chamado de “Green
Chemistry” ou “Quimica Verde”. A inutilizagdo de solventes ou uso de substancias
indcuas e o uso de fontes renovaveis como matéria-prima sdo exemplos de atitudes
propostas pela Quimica Verde (LENARDAO et al., 2003), cujos principios foram
propostos por Anastas (1999). Atualmente, varios pesquisadores (TOTOLI e SALGADO,
2015; KOGAWA e SALGADO, 2017) tém se dedicado a cumprir com os requisitos da
Quimica Verde.

Me¢étodos espectroscopicos na regido do ultravioleta para andlise de farmacos sao
amplamente utilizados na producido de medicamentos, como glimepirida (BONFILIO et
al., 2011), ciprofloxacino (CAZEDEY et al., 2012; CAZEDEY ¢ SALGADO, 2012),
orbifloxacino (CAZEDEY; SALGADO, 2014), norfloxacino (CHIERENTIN;
SALGADO, 2013), darunavir (CORREA et al., 2014), flucloxacilina (FIORENTINO;
SALGADO, 2012), lomefloxacino (GOMES; SALGADO, 2005), doxiciclina
(KOGAWA; SALGADO, 2013), rifaximina (KOGAWA; SALGADO, 2016), linezolida
(LOPES; SALGADO, 2008), esparfloxacino (MARONA; SCHAPOVAL, 1999),
ceftazidima (MORENO; SALGADO, 2009), cefazolina (PEDROSO; SALGADO, 2013),
gatifloxacino (SALGADO; OLIVEIRA, 2005), acido cafeico (SPAGNOL et al., 2015),
cefuroxima (VIEIRA; SALGADO, 2011) e daptomicina (TOTOLI; SALGADO, 2015).
Por espectrofotometria na regiao do visivel, esparfloxacino (MARONA; SCHAPOVAL,
2001), ceftazidima (MORENO; SALGADO, 2008) e tigeciclina (SILVA et al., 2012).

O enrofloxacino ¢ um antimicrobiano amplamente utilizado (BABAAHMADY;
KHOSRAVI, 2011) e, portanto, o desenvolvimento de novos métodos analiticos e o
aprimoramento dos existentes para sua andlise ¢ muito importante, tendo como objetivo
final sempre diminuir os riscos a saide da populagdo, dos animais € a0 meio ambiente.
Assim, neste trabalho foi desenvolvido e validado um método répido e de fécil execucao
para quantificacdo de enrofloxacino em comprimidos palativeis por meio de
espectrofotometria na regido visivel, utilizando ensaio miniaturizado, que garante a
diminui¢ao do volume dos reagentes utilizados, o que vai ao encontro dos principios da

Quimica Verde.
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2. OBJETIVO
2.1. Objetivo geral

O trabalho teve como objetivo desenvolver e validar método analitico quantitativo
miniaturizado, ambientalmente e economicamente favoravel, para determinacao de

enrofloxacino em comprimidos palataveis por espectrofotometria na regiao visivel.
2.2. Objetivos especificos

e Analise qualitativa através da determinagao do peso médio;

e Desenvolvimento do método analitico miniaturizado para quantificagdo de
enrofloxacino em comprimidos por espectrofotometria na regido visivel;

e Validacao do método analitico, com avaliagdo dos parametros:

+ Linearidade;

% Seletividade;

+» Precisao;

+» Exatidao;

< Robustez;

¢ Limite de Detecgao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Quinolonas

As quinolonas possuem amplo espectro de atividade antimicrobiana contra bacilos
Gram-negativos aerobicos, estafilococos e cocos Gram-negativos, além de possuirem
biodisponibilidade oral, o que as torna uma classe muito importante de antibacterianos.
Possuem rapida absor¢do apds administracdo oral e sua biodisponibilidade considerada
boa a excelente, sendo na maior parte dos casos superior a 50% e em alguns, perto de

100% (GOODMAN & GILMAN, 2006; ALOS, 2009).

Esta classe de farmacos possui atividade bactericida rapida dependente de
concentragdo. Neste caso, devem ser considerados parametros importantes para prever a
resposta antimicrobiana e a capacidade surgimento de resisténcias, que sdo o quociente
da concentragdo plasmatica maxima (Cmax) e concentracdo inibitéria minima (CIM).
Outro parametro farmacodinamico utilizado é o quociente da area sob a curva de
concentragdo sérica/tempo e a Concentragdo Inibitéria Minima (AUC/CIM) (ALOS,
2009).

As quinolonas tém uma estrutura formada por dois anéis, um nitrogénio na
posi¢do 1, um grupo carbonila na posi¢do 4 e um grupo carboxila na posi¢do 3, como

mostra a Figura 1.

Figura 1. Estrutura quimica das quinolonas
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Fonte: autora.

O 4cido nalidixico (Figura 2) ¢ uma importante quinolona, utilizada no

desenvolvimento do enrofloxacino.
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Figura 2. Estrutura quimica do acido nalidixico (CAS 389-08-2)

HO | |
A

Fonte: autora.

3.2. Fluorquinolonas

As quinolonas possuem utilidade terapéutica limitada e rapido desenvolvimento
de resisténcia bacteriana. A partir delas, foram introduzidas as 4-quinolonas fluoradas, ou
fluorquinolonas, apresentando ampla atividade antibacteriana e grande eficdcia apods
administracdo oral no tratamento de varias doengas infecciosas. Estes farmacos

apresentam poucos efeitos colaterais e grande diminui¢do no desenvolvimento de

resisténcia bacteriana (GOODMAN & GILMAN, 2006).

As fluorquinolonas sdo claramente mais ativas contra bactérias Gram-negativas
do que as quinolonas de primeira gera¢ao, como acido nalidixico ou acido pipemidico.
Apresentam atividade contra Pseudomonas aeruginosa e contra as bactérias Gram-
positivas, em varios graus. Devido ao seu espectro de atividade e poténcia, as
fluorquinolonas sdo utilizadas para tratar uma variedade de infec¢des, como do trato
urinario, sexualmente transmissiveis, gastrointestinais, dsseas, de pele, trato respiratério

e oculares (ALOS, 2009).

As fluorquinolonas (Figura 3) foram obtidas através da adicdo de um atomo de
flior na posicdo 6, aumentando significativamente sua poténcia e espectro em
comparag¢do as quinolonas. Este aumento ¢ devido a melhor penetragdo nos tecidos e a
melhor ligacdo as topoisomerases bacterianas. Sdo potentes contra bactérias Gram-
negativas, sendo esta poténcia aumentada com a presenga de um grupo piperazinico ou
metil-piperazinico na posi¢ao 7. Além disso, substituintes metila em grupos piperazinicos

melhoram a biodisponibilidade oral (GOODMAN & GILMAN, 2006; ALOS, 2009).
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Figura 3. Estrutura quimica das fluorquinolonas
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Fonte: autora.

3.3. Enrofloxacino

3.3.1. Caracteristicas estruturais

O enrofloxacino (Figura 4) possui um atomo de fluor na posi¢do 6, sendo uma
fluorquinolona, o que aumenta sua ligacdo a DNA girase bacteriana e aumenta a
penetracao celular em 70 vezes em comparagdo as quinolonas que ndo tém fluor nesta
posicdo. Além disso, esta substitui¢do aumenta sua eficicia contra agentes patogénicos
Gram-negativos e expande o espectro de atividade ao atuar contra agentes patogénicos
Gram-positivos. Na posi¢cdo 7, apresenta um anel de 4-metilpiperazin-1-il, cujo volume
espacial confere maior poténcia em relacdo as quinolonas que possuem moléculas
lineares nesta posi¢cdo. A presenga de um grupo etila na posi¢do 4 do anel aumenta a
absor¢ao digestiva e disponibilidade, fazendo com que o enrofloxacino atinja o dobro da
concentragao plasmatica do ciprofloxacino, que tem uma estrutura semelhante, mas nao
tem o referido radical. O enrofloxacino possui baixo peso molecular, o que favorece a sua

penetracao nos tecidos (OTERO et al., 2001).

Figura 4. Estrutura quimica do enrofloxacino (CAS 93106-60-6)

0 0
F
HO |
N Nf\l
A N
\I

Fonte: autora.
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3.3.2. Mecanismo de acio

O enrofloxacino atua no DNA cromossdmico bacteriano, ligando-se a algumas
das topoisomerases ¢ inibindo o processo de sintese do DNA. Em Gram-negativos, a
topoisomerase inibida ¢ principalmente a DNA-girase, cuja fungdo mais importante ¢
manter um nivel de enrolamento do DNA que facilite a formacao dos complexos de
replicagdo e transcricdo. A ligacdo do farmaco a DNA-girase provoca uma mudanga
conformacional na enzima, causando sua inibigao (OTERO et al., 2001; GOODMAN &
GILMAN, 2006; ALOS, 2009).

3.3.3. Farmacocinética

As fluorquinolonas sdo amplamente distribuidas pelo corpo. O volume de
distribuicdo ¢ alto, atingindo concentragdes intracelulares altas. Varias s3o eliminadas
majoritariamente pela via renal, outras por vias ndo renais (moxifloxacino) e outras por
ambas as vias (norfloxacino, ciprofloxacino). Também sdo excretadas em parte pela

parede intestinal, o que explica a sua eficacia em doencas diarreicas (ALOS, 2009).

O enrofloxacino ¢ biotransformado a ciprofloxacino, o que ¢ benéfico no ponto
de vista microbiologico, uma vez que a CIM do ciprofloxacino em relagdo a muitas
bactérias € menor do que a do enrofloxacino, sendo provavel que o efeito antimicrobiano

seja aditivo entre o farmaco original e metabolito (OTERO et al., 2001).
3.3.4. Espectro de a¢do e uso clinico

O enrofloxacino apresenta eficdcia comprovada no tratamento de doencas
bacterianas, como infec¢des no trato respiratorio, mastites, agalaxias, enterites, infecgdes
na pele, infecgdes nos tratos digestivo e geniturinario e otites em bovinos, ovinos,
equinos, suinos, caninos, felinos, aves, entre outras espécies (OTERO et al., 2001).

E utilizado no tratamento de doencas causadas por bactérias intracelulares como
Mycobacterium, Mycoplasma, Chlamydia, Legionella ¢ Brucella (LIZONDO et al.,
1996). Sua atividade contra os enterococos ¢ regular a baixa, com maiores percentuais de
sensibilidade em Enterococcus faecalis do que em Enterococcus faecium. Com excegao
dos casos de pacientes com ma absorcdo intestinal, a via oral ¢ mais indicada pela
facilidade de administracao, pelo menor risco de efeitos adversos e custo mais baixo

(ALOS, 2009).
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3.3.5. Reacoes adversas e toxicidade

Os efeitos adversos mais frequentes sdo nduseas, distarbios no trato
gastrointestinal superior, cefaleia, insonia e tonturas. Porém, cada quinolona tende a
produzir um perfil caracteristico efeitos adversos. Varias quinolonas sdo associadas a
danos nos tenddes, podendo se manifestar como tendinite ou ruptura do tenddo. E previsto
que os sintomas se iniciem depois de 6 dias de tratamento. Outra manifestagdo de
toxicidade ¢ a sua agdo em cartilagens, sendo entdo contraindicadas para criancas e
mulheres gravidas, exceto em casos de infec¢des pulmonares em criangas com fibrose
cistica, infecgdes complicadas do trato urinario ou exposi¢io a Bacillus anthracis (ALOS,

2009).

Diversos estudos de seguranca do enrofloxacino em vérios animais demonstram
que o farmaco ¢ seguro e tolerado. Nao foram observados efeitos na composicao do
sangue ou fun¢ao renal e nao foi observada teratogenicidade ou mutagenicidade. Como o
medicamento apresenta efeitos minimos sobre organismos anaerdbios, que representam
uma por¢ao consideravel da flora intestinal, a incidéncia de efeitos colaterais intestinais
¢ menor comparando-se aos antibacterianos de outras familias. Além disso, ndo ha
evidéncias de alteragdes no sistema cardiovascular (BABAAHMADY; KHOSRAVI,
2011).

3.3.6. Mecanismos de resisténcia

O principal mecanismo de resisténcia as fluorquinolonas se deve a alteragdes na
enzima alvo, a DNA-girase para Gram-negativos € a topoisomerase IV para Gram-
positivos. Este mecanismo se origina a partir de mutagdes espontaneas nos genes que
codificam as subunidades da DNA-girase (gyrA) ou da topoisomerase IV (parC). As
mutacdes tendem a ocorrer em uma regido particular destes genes, chamada Regido
Determinante de Resisténcia a Quinolonas (RDRQ). Alteracdes nos aminodcidos na
RDRQ alteram a estrutura do local onde as quinolonas se ligam a DNA-girase,
diminuindo sua afinidade e desenvolvendo a resisténcia (OTERO, 2001 et al.; ALOS,
2009).

O mecanismo de resisténcia por permeabilidade foi demonstrado apenas em
bactérias Gram-negativas, sendo causado pela diminui¢do na expressao de uma proteina

da membrana exterior (porinas OmpF, OmpC em E. coli), ou devido a mudangas nos
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lipopolissacarideos. Isto resulta em uma menor acumulagdo do antibacteriano, e

consequentemente na diminuicao da suscetibilidade bacteriana (OTERO et al., 2001).

Algumas bactérias expressam sistemas de efluxo ativo, expulsando as quinolonas
de seu interior. Este sistema foi inicialmente descrito em E. coli, e, em seguida em outras
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, ocorrendo devido a superexpressdo de um
gene que codifica uma proteina de membrana envolvida no mecanismo de efluxo ativo
de fluorquinolonas e outros farmacos. A magnitude dos aumentos de CIM, resultantes de
sobreexpressao de genes que codificam proteinas de bombas de expulsdo depende de cada

quinolona e de cada sistema de expulsdo (ALOS, 2009; OTERO et al., 2001).

A resisténcia cruzada entre as fluorquinolonas utilizadas em animais € no uso
humano ¢ um aspecto importante para a Saide Publica. H4 uma associagdo entre a
introdu¢do de fluorquinolonas na criagdo de animais destinados ao consumo humano e o
aumento substancial de cepas de Campylobacter jejuni resistentes a quinolona em aves,
carne de aves e humanos infectados. Além disso, estudos confirmam a semelhanca entre
Campylobacter spp. resistentes a fluorquinolonas, isoladas de animais e humanos. Ha
também uma relagdo entre a introdugdo de fluorquinolonas na produgdo animal e o
surgimento de cepas de Salmonella typhimurium e variantes de S. typhimurium resistentes
a estes antimicrobianos (OTERO et al., 2001).

O uso do enrofloxacino em aves foi proibido em 2005, devido a estudos que
mostraram que o uso deste farmaco em aves pode causar resisténcia a Campylobacter.
Essa bactéria pode ser transmitida pelos alimentos e ¢ normalmente abrigada no sistema

digestivo de galinhas e perus (BABAAHMADY; KHOSRAVI, 2011).
3.4. Controle de qualidade

Controle de qualidade ¢ o conjunto de medidas destinadas a garantir a produgao
de lotes de medicamentos e demais produtos, que satisfacam as normas de identidade,
atividade, teor, pureza, eficacia e inocuidade (F. BRAS, 2010). A percepcao de alteracdes
no medicamento antes de sua comercializacdo € importante, por poder evitar danos a
satde do paciente. Essas alteragdes podem resultar em queda do efeito terapéutico do
farmaco, sua inativacao ou formagao de compostos nocivos a saide (ERMER, 2001; LA

ROCA et al., 2007).

O desenvolvimento de métodos analiticos eficazes e confidveis para determinacao

de medicamentos ¢ de suma importancia para o controle de qualidade. A demonstracao
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da qualidade dos métodos utilizados também tem sua importancia, pois dados analiticos
ndo confidveis podem levar a decisdes inadequadas e prejuizos financeiros (ERMER,
2001; LA ROCA et al., 2007).

Uma alteragdo ndo detectada previamente a comercializagdo de um medicamento
antimicrobiano, que seja responsavel por diminui¢do no efeito terapéutico do farmaco,
pode causar a selecdo de bactérias resistentes a ele e futuramente contribuir para o

crescimento da resisténcia destas bactérias ao farmaco em questao.
3.5. Métodos analiticos

Os métodos de quantificagdo de enrofloxacino encontrados na literatura de 2000
a 2017 estao listados na Tabela 1, especificando suas condigdes, sistema de deteccdo e

matrizes.
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Método/Deteccao Condigoes Matriz Referéncia
EC em 275 nm Eletroélito de corrida: tampao fosfato (0,05 M, pH 7,4), 4cido trifluoroacético 4% e Musculo de  BARRON et al.,
acetonitrila (25:75). Fase estacionaria: capilar de silica ndo-tratada (47 cm x 75 um). ave 2001
Eletroli ida: 10 mM de fosf: odi hi i .
etrolito de corrida: 10 mM de fos ato~ de SO’dl.O monol 1§1rogenado (ajustado para Plasma HERNANDEZ et
EC em 260 nm pH 9,0 com solugao de acido fosforico). )
S ) i ) suino al., 2002
Fase estacionaria: capilar de silica fundida (64,5 cm x 75 pm).
El /4 1- . : r . f f, . 0 . -1 . r . r,e 1 . 1 .
etrolito de corrida 2'101c’10' osforico SS %0, trietilamina, acido acético glacial, Misculo de  HORSTKOTTER
EC-F em 325 nm hidréoxido de sodio e diclorometano.
., . 1 ) ave et al., 2002
Fase estacionaria: capilar de silica fundida (70 pm x 375 pum).

Espectrofotometria Complexacdo com acido cloranilico: 520 nm. Solucio MOSTAFA et al.,
UV-Vis Complexagdo com tetracianoetileno: 290 nm. oral 10% 2002
Espectrofotometria Complexacao com azul de bromotimol (pH 2,3-2,5; detec¢dao a 420 nm) e alaranjado Solugado MOSTAFA et al.,
UV-Vis de metila (pH 3,6; deteccdo a 424 nm). oral 2002
Voltametr}a adso~rt va Solu¢do tamponante Britton-Robinson 0,04 M, pH 7,0. Tempo de acumulacao: 60 s. C.apsulas N NAVALON et
por redissolucao urina de cao al., 2002

Coluna C-18 absorbosphere (150 x 2,6 mm, Spum). .
. . 1 ZA etal.,
CLAE-UV em 278 nm Fase movel: acetato de sodio (pH 4,7; 0,1 M) e acetonitrila (60:40, v/v, pH 5,0). ii?;gj; SOUzooze a

Vazdo: 1,5 mL/min.

EC: eletroforese capilar
EC-F: eletroforese capilar com deteccao por fluorescéncia
CLAE-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo ultravioleta

Continua na proxima pagina.
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Método/Deteccao Condic¢oes Matriz Referéncia
Figado e
, , S . o musculo de WATANABE
EIE-AM Figado e musculo de galinha: 10 ppb. Leite bovino: 1 ppb. galinha ¢ leite et al., 2002
bovino
Coluna Ci4 Zorbax Bonus-RP. Fase movel: acido orto-fosforico 0,05 M (pH 3,4) e . . CINQUINA et
CLAE-UV em 277 nm acetonitrila (87:13 v/v). Vazao: 1 mL/min. Inje¢do: 20 pL. Leite caprino al., 2003
Coluna Spherisorb S5 Cg. Fase mével: acido orto-fosforico 0,16 % (ajustado para SUNDERLAND
CLAE-F pH 3,0 com solucdo de hidroxido de tetrabutilamonio) e acetonitrila (20:1000, v/v). Fezes suinas
- et al., 2003
Injecdo: 20 uL
CLAE-F em 280 ¢ Coluna polimérica PLRP-S. Fase movel: solugao de acido formico, metanol e Leite e plasma IDOWU;
460 nm acetonitrila (75:13:12, v/v/v). bovino PEGGINS, 2004
Espectrofluorimetria  Espectrofluorimetria: 0,1 N H2SOs. Fluorescéncia em 450 nm e excitagdo em 290 nm. N/1 SALEM, 2005
Espectrometria-AA Coagulagao com sulfato de cobalto (pH ajustado a 8,1 por solugdo tamponante). N/I SALEM, 2005
Especg%t:o\‘;(i);netna Oxidacao por vanadato de amonio com acido sulfarico. 766 nm. N/I SALEM, 2005

EIE-AM: ensaio de imunoabsor¢do enzimatica (ELISA) utilizando anticorpos monoclonais
CLAE-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo ultravioleta

CLAE-F: cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia
Espectrofotometria-AA: espectrofotometria de absor¢ao atdmica

Continua na proxima pagina.
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Método/Deteccao Condicoes Matriz Referéncia
Detecgao amperométrica de fim de coluna. Fase movel: solucao tamponante de WANG et al
EC fosfato pH 8,0 (20 mM/L) e diclorometano. Fase estaciondria: capilar de silica N/1 2005 "
fundida (25 mm x 375 mm). Injecdo a 18kV por 10 s.
Coluna C-18 Hypersil-BDS (250 mm x 4,6 mm, Sum). Fase mével:
CLAE-F acetonitrila/solu¢do aquosa de 50 mM de 4cido citrico e 100 mM de acetato de Clara e gema ZENG et al.,
amonio pH 4 (9:91, v/v). Excitagdo: 278 nm. Emissdo: 465 nm. Vazdo: 2,2 mL/min. de ovo 2005
Injecdo: 20 pL.
Plasma e
CLAEem 294 nme Coluna Cig de fase-reversa. Fase movel: 16 % de ACN, metanol (13:1, v/v), 0,4% de tecidos GONZALEZ et
500 nm trietilamina e 0,4% de acido fosforico. Vazao: 1,2 mL/min. Injecdo: 100 uL. endometriais al., 2006
equinos
Eslglelf ggsggﬁé?ade Quelacao com Europio (IIT) e fenantrolina. 615 nm. sansgcl)lri(r)leo SH;fszKO%;/ et
. Formulagbes REZAEI:
Qulml.Olufn fneseencia Oxidagao por Ru(phen);**~Ce(IV). Concentragio ENRO: 3,6 ug/mL. comerciats, MOKHTARI,
de injegao de fluxo plasma e 2008
tecido de ave
Coluna Optimapak. Fase movel: agua e acetonitrila (80:20, v/v, contendo 0,1% de . YAN et al.,
CLAE-IM em 280 nm ’ écidg triﬂuoroacético).gsazﬁoz 0,7 mL/m(in. Injecao: 20 pL. Leite 2008

EC: eletroforese capilar

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

CLAE-F: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢ao por fluorescéncia

Ru(phen);**~Ce(IV): fenantrolina-Ruténio(III)-Cério(IV)

CLAE-IM: cromatografia liquida de alta eficiéncia com extracdo de fase sdlida por impressao molecular

Continua na proéxima pagina.
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Método/Deteccao Condicoes Matriz Referéncia
Voh;irnizz:irilssgiiuso;gva Complexacdo com Cobre (II). Eletrodo de mercurio; deteccdo a — 0,30 V; faixa de N/I ENSAFI et al.,
P SSotue concentracdo de ENRO: 10 — 80 nmol/L. 2009
catddica
Tecidos
. o comestiveis de KREBBER et
CFT-M Coluna Chromolith Speed Rod (50mmx4,6mm RP 18e). Injecdo: 20 uL. animais de al.. 2009
fazenda
Espectrofluorimetria Complexagao com 2,3,5,6—tetrgclf)ro—p—benzoqulna. Excitacao: 363 nm. Comprimidos ULU, 2009
Emissao: 488 nm.
Voltametria Eletrodo de vidro. Faixa de concentragdo: 2,0 a 780,0 pg/mL. Plasma e urina ENS?}; II Oet al,
CLAE-F em 300 e Coluna de~fase—reversa Cis Phenomenex Gemlr}l. Fase move,l: .acetomt’n'la e 0,005 M JAKUBOWSKI
de solug¢do tamponante de acetato (pH a 3,8 ajustado com acido fosforico 85%). Plasma de ave
448 nm . 2 . etal., 2010
Injecdo: 2 uL. Vazdo: 0,5 mL/min.
Coluna Cig Apollo (250 x 4,6 mm). Fase mével: 0,04 M de solucdo de fosfato . CHOlI et al.,
CLAE-UV em 278 nm tamponante (pH 3,0) e acetonitrila (82:18, v/v). Vazdo: 1 mL/min. Plasma suino 2011
Eletrolito de corrida: 50 mM de acido fosforico (pH 8,4) e 1,0 M HCI. Fase . . PINERO et al.,
EC-UV a 268 nm estaciondria: capilar de silica fundida (75 pm x 60,2 cm). Leite bovino 2012

CFT-M: cromatografia de fluxo turbulento — espectrofotometria de massas

CLAE-F: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por fluorescéncia
CLAE-UV: cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢ao por radiagdo ultravioleta
EC-UV: eletroforese capilar com deteccao por radiacao ultravioleta

Continua na proxima pagina.
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Método/Deteccao Condic¢oes Matriz Referéncia
CLAE-detecqiopor i 0 ot (oH 1.0y acetonitrla ¢ metanal Vastor | mimin,  Tecidode  EVAGGELOPOULOU;
fotodiodo a 275 nm 4 70 PH Y, ' ’ ’ salmao SAMANIDOU, 2013

Injegdo: 20 pL.
Coluna Chromolith Performance RP-18e (100 mm x 4.6 mm, 5 um) Fase
CLAE-F em 448 nm
Vazdo: 1 mL/min. Inje¢do: 20 pL.

movel: dgua (com 4 % de acido acético), acetonitrila/metanol (84:8:8, v/v/v).

Leite caprino

PINERO et al., 2013

Espectrofotometria c i . Paladio (ID). D 30 4 530 nm: Oxidacs fucd
visivel omplexagdo com Paladio (ID). ,etchao a 530 nm; Oxidagao por solugdo EL-DIDAMONY:
alcalina de permanganato de potassio. Detec¢do a 604 nm; Oxidagdo por N/I
<, . . . ABOELSOAD, 2014
solugdo acida de permanganato de potassio. Detec¢do a 520 nm.

. . ~ A s - EL-DIDAMONY:;
Espectrofluorimetria Complexacdo com Zirconio (IV). Detecgdo min: 280 nm e méax: 440 nm. N/1 ABOELSOAD, 2014
CLAE em 278 nm Fase movel: metanol e solug¢do aquosa de acido acético glacial 5 %, pH 2,6.  Comprimidos REBOUCAS, 2014
Espectrcit;(;tometrla Espectrofotometro de 1nfravermelhc;< %Tmadzu@ IR Prestige-21. Patilhas de Comprimidos REBOUCAS, 2014

CCD Placas TLC Silica gel 60 F2s0, Merck. Comprimidos REBOUCAS, 2014

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

CLAE-F: cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por fluorescéncia
IV: infravermelho

CCD: cromatografia de camada delgada

Continua na proéxima pagina.
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Tabela 1. (Cont). Métodos analiticos descritos na literatura para determinacao de enrofloxacino

Método/Deteccao Condic¢oes Matriz Referéncia

Oxidacao por Cério (IV) em meio acido: 320 nm. Oxidagao por cério (IV)
em meio &cido, com acido N-fenilantranilico: 440 nm. Oxida¢do por cério Comprimidos
(IV) em meio acido, com vermelho de alizarina S: 420 nm.

RAJENDRAPRASAD;
BASAVAIAH, 2015

Espectrofotometria
UV-Vis

Coluna C-18 Kromasil (150 x 4,6 mm, Sum). Fase mével: 0,05 M de SDS,
CLM-F 7,5% de 1-propanolol e 0,5 % de trietilamina (pH 3 por solugdo
tamponante). Vazao: 1 mL/min. Inje¢do: 20 pL.

Carmne bovinae = TERRADO-CAMPOS
suina etal., 2017

CLM-F: cromatografia liquida micelar com deteccdo por fluorescéncia
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3.6. Validacao de métodos analiticos

Através de estudos experimentais, a validacao deve garantir que o método atenda
as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para
atingir resultados confidveis, o método deve apresentar linearidade, precisdo, exatidao,
limite de deteccao, limite de quantificacdo e robustez adequados a analise (BRASIL,

2017).

A linearidade ¢ a capacidade do método de obter resultados diretamente
proporcionais (dentro de um intervalo) a concentra¢ao do analito. A exatidao expressa a
proximidade da comparacdo entre o valor que ¢ convencionalmente aceito como
verdadeiro ou um valor de referéncia e o valor encontrado no experimento. A precisdo
expressa a proximidade da comparagdao entre uma série de medi¢des obtidas por
amostragens multiplas da mesma amostra através de condigdes previstas. A precisao deve
ser considerada em trés niveis: repetibilidade, precisdo intermedidria e reprodutibilidade

(ensaio entre analista) (ICH, 2005).

O limite de deteccao (LD) ¢ a minima quantidade de analito numa amostra que
pode ser detectada, mas nao necessariamente quantificada. O limite de quantificagao (LQ)
¢ a minima quantidade de analito em uma amostra que pode ser quantificada com precisdo
e exatidao adequadas. A robustez mede a capacidade do método de manter resultados

confidveis quando submetido a variacdes em seus parametros (ICH, 2005).

3.7. Quimica Verde

Na implementag@o de um desenvolvimento sustentavel, a quimica deve manter e
melhorar a qualidade do meio ambiente através de medidas que diminuam ou previnam
danos. Isto demanda o aprimoramento dos processos, a fim de gerar menos residuos
toxicos. Esta conduta representa a quimica verde, sendo a criacdo, o desenvolvimento e a
aplicacdo de produtos e processos quimicos para reduzir ou eliminar o uso e geracdo de
substancias toxicas. As iniciativas da quimica verde abrangem todas as areas da ciéncia,
através dos principios da sustentabilidade (PRADO, 2003).

A aplicacdo da quimica verde na industria farmacéutica teve outras razdes além
das ambientais. As sinteses conduzidas atendendo aos principios da quimica verde
utilizam menor quantidade de matéria-prima, reduzindo o custo da fabricagao do produto.

Utilizando menos matéria-prima, o tempo de manuseio do material ¢ reduzido, simplifica-
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se as operagoes, ha menor geracao de residuos e os gastos com tratamento e eliminacao

sdo reduzidos (FARIAS; FAVARO, 2011).

3.8. Complexacio com cloreto férrico

As quinolonas sao conhecidas por se ligarem a muitos ions metalicos. Em estudo
de biodisponibilidade de ciprofloxacino, fluorquinolona de segunda geracdo, no qual o
farmaco foi administrado juntamente a sulfato de ferro, foi possivel verificar grande
diminui¢do em seu pico sé€rico de concentracdo. Provavelmente isso ¢ resultado da
diminui¢do da absorcao do ciprofloxacino, devido a formagao de complexos com ferro.
A proximidade entre os grupos cetona e carboxila da molécula de ciprofloxacino garantiu
sua atividade quelante. Este mecanismo de complexagao com ferro foi também observado

com o acido nalidixico e o norfloxacino (KARA et al., 1991).

Foi realizado um estudo da intera¢do de fluorquinolonas com ions metalicos (Fe**,
Mg?* e AIP"), através de determinacdo quantitativa por eletroforese capilar. Foram
analisados: enrofloxacino, ciprofloxacino, lomefloxacino, levofloxacino, ofloxacino,
norfloxacino e esparfloxacino. Foram determinadas constantes de formacdo de
complexos para os diferentes metais e farmacos, confirmando suas propriedades de
complexagdo, conforme concentragio. O Fe** apresenta maior constante de formagio de
complexo, seguido pelo AI** e entdo, o Mg?" (URBANIAK et al., 2007).

Um método para determinagao de ciprofloxacino através de espectrofotometria na
regido visivel utilizando solugdo de nitrato de ferro (III) 1 % em acido nitrico 1 % mostrou
ser vidvel. A complexacdo do farmaco com a solugdo de nitrato de ferro (III) 1 % em
acido nitrico 1 % gerou coloragdo amarelo-alaranjada, com absor¢do maxima em 435 nm
(FRATINI; SCHAPOVAL, 1996).

Considerando os estudos encontrados e a disponibilidade do reagente cloreto
férrico no laboratorio, a possibilidade de utiliza-lo no desenvolvimento de um método de

quantificagdo de enrofloxacino foi cogitada.
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4. DESCRICAO
4.1. Descri¢do geral
Nome genérico: enrofloxacino (CAS 93106-60-6)

Nome quimico: acido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-oxo-7-(4-etil-1-piperacinil)-

3-quinolinico carboxilico (USP, 2016)
Férmula quimica: C19H22FN30; (USP, 2016)
Massa molecular: 359,39 g/mol (USP, 2016)

Propriedades fisico-quimicas: apresenta-se como po cristalino amarelo claro. E muito

pouco soluvel em 4dgua a pH 7,0 (USP, 2016).
Categoria: antimicrobiano
Classe: fluorquinolona de segunda geragao

Comercializacido no Brasil: estd disponivel no comércio nas formas de comprimidos,
solugdes injetaveis e solucdes orais pelos laboratorios: Bayer, Bimeda Brasil, Biovet,
Bravet, Centagro, Chemitec, Coveli, Des-Vet, Hertape, Hipra, Indubras, Interchange,
Intervet Brasil Veterinaria LTDA, J.A. Satde Animal, Jofadel, Labgard, MSD,
Microsules do Brasil, Mundo Animal, Ouro Fino, Pharmalogic/Minerthal, Sanphar.
Sespo, Tortuga Cia. Zootécnica Agraria, Trouw Nutrition, UCBVet. Vall¢e, Vansil,
Venco, Vetanco do Brasil, Vetoquinol e Vitalfarma LTDA (BRASIL, 2012).

4.2. Material
4.2.1. Substiancia quimica de referéncia (SQR)

A substincia quimica de referéncia (SQR) utilizada neste trabalho foi
enrofloxacino SIGMA-ALDRICH de St. Louis, EUA (lote: SZBA336XV; teor
declarado: 99,0%).
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4.2.2. Forma farmacéutica

Os produtos farmacéuticos analisados foram comprimidos de enrofloxacino
Baytril® Flavour, concentragdo de 15 mg/unidade, lote 01437521, adquiridos no

COmércio.

4.2.3. Solventes e reagentes

No decorrer das analises, o solvente utilizado foi agua purificada e o reagente

utilizado foi solugdo de cloreto férrico 0,5% Synth®.

4.2.4. Equipamentos

Para as leituras espectrofotométricas, foi utilizado espectrofotometro UV-Vis
BMG LabTech Spectrostar Nano e microplacas de 96 pogos. Para as pesagens, foi
utilizada balanga analitica OHAUS Corporation, modelo DV215CD, distribuida por
Toledo do Brasil.

5. ANALISE QUALITATIVA
5.1. Determinacio do peso médio dos comprimidos de enrofloxacino

O teste se aplica a formas farmaceéuticas solidas em dose unitaria (comprimidos
revestidos, ndo revestidos, pastilhas, capsulas duras e moles e supositorios). O
procedimento permite verificar se unidades de um mesmo lote apresentam uniformidade
de peso, sendo aptas para um posterior preparo de amostras em analises quantitativas (F.

Bras, 2010).

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), comprimidos revestidos com peso
médio de 80 mg ou menos ndo podem apresentar mais que duas unidades fora dos limites
especificados de £10%. Além disso, nenhuma unidade pode estar acima ou abaixo do
dobro desta porcentagem, ou seja, 20 %. A Tabela 2 ilustra as especificacdes quanto ao

peso médio de comprimidos.



32

Tabela 2. Variacao de peso dos comprimidos segundo a Farmacopeia Brasileira (2010)

Formas farmacéuticas Peso médio (mg) Limites de variaciao
em dose unitaria (%)
Comprimidos nao

revestidos ou revestidos Até 80 ou menos +10,0

com filme )
Comprimidos Mais que 80 e menos que +75
efervescentes, 250
comprimidos sublinguais

Comprimidos vaginais e 250 ou mais +35,0

pastilhas

5.1.1. Método

A determinacdo do peso médio foi realizada conforme a Farmacopeia Brasileira
(2010). Aleatoriamente, 20 comprimidos do mesmo lote foram pesados individualmente

em balanga analitica, para posterior calculo da média.
5.1.2. Resultados e discussao

A Tabela 3 relaciona o peso individual de 20 comprimidos com peso médio e

desvio padrao relativo.



33

Tabela 3. Relacao do peso individual dos comprimidos de enrofloxacino, média e desvio

padrdo relativo

Comprimido Peso Peso médio  Desvio padriao Desvio padrao
individual (mg) relativo (%)

(mg)

1 59,10

2 60,56

3 61,46

4 60,69

5 61,82

6 60,40

7 59,46

8 61,57

9 60,51

10 61,14 60,81 0,80 1,32

11 61,22

12 60,12

13 61,26

14 61,68

15 60,90

16 60,50

17 61,17

18 61,32

19 61,86

20 59,48

A Figura 5 ilustra a variacdo de peso dos vinte comprimidos de enrofloxacino.

Figura 5. Variagdo de peso dos vinte comprimidos de enrofloxacino
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As variagdes de peso dos comprimidos de enrofloxacino se encontram dentro dos
limites pré-estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (2010) de +£10% (peso maximo de
66,89 mg e peso minimo de 54,73 mg) e foi encontrado como peso maximo 61,86 mg e
peso minimo 59,1 mg, estando todos dentro desta variagdo, como mostra a Figura 5. O

desvio padrao relativo apresentou valor de 1,32%.
6. ANALISE QUANTITATIVA
6.1. Espectrofotometria de absorcio na regiao do visivel (VIS)

6.1.1. Preparo das solucoes de enrofloxacino SQR

Para todas as solu¢des de enrofloxacino SQR, o seu teor de 99% foi considerado
na pesagem. Foi utilizada 4dgua purificada como solvente em todos os preparos. As

solucgoes foram feitas em baldes volumétricos de 5 mL.

6.1.2. Preparo das solucoes de enrofloxacino comprimidos

A dosagem dos comprimidos de enrofloxacino, de 15 mg e seu peso médio de
60,81 mg foram considerados na pesagem para todas as solucdes, utilizando agua

purificada como solvente. As solucdes foram feitas em baldes volumétricos de 5 mL.

6.1.3. Preparo das solucdes de cloreto férrico 0,5%

No preparo das solugdes do cloreto férrico, foram transferidos 0,05 g do reagente

para balao volumétrico de 10 mL, completando-se com dgua purificada.

6.1.4. Validacao
6.1.4.1. Seletividade

O parametro da seletividade foi avaliado a partir da determinagdo do comprimento
de onda em que o comprimido de enrofloxacino apresentasse maior absorvancia, sem que
houvesse interferéncia do reagente cloreto férrico na leitura.

Foi realizada uma varredura utilizando solugdes de comprimido de concentragdes
de 50, 100 e 200 pug/mL, sem o reagente. A partir da solu¢ao de 200 pg/mL, foram feitas
as dilui¢des para 100 e 50 ug/mL. Foram transferidos 100 pL de cada solucdo para
microplaca de 96 pocos, que foi submetida a analise espectrofotométrica.

O comportamento espectrofotométrico do cloreto férrico também foi analisado

através de varredura, em que foi possivel obter o comprimento de onda no qual o reagente
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apresenta maior absorvancia. Foram transferidos 100 pL de solugdo de cloreto férrico

0,5% para microplaca de 96 pogos para posterior analise espectrofotométrica.

Também foram realizadas varreduras para diferentes concentragdes de solugdes
de comprimido de enrofloxacino, a fim de fazer comparagcdo com as varreduras das
solugdes de amostra e de cloreto férrico. A partir de uma solu¢do de 1 mg/mL de
enrofloxacino, foram feitas diluigdes para 600 e 300 pg/mL. Foram transferidos 100 uL
de cada solucdo para microplacas de 96 pogos, juntamente com 100 puL de solucdo de
cloreto férrico 0,5%. Quando transferidas para a microplaca juntamente com o reagente,
as solucdes obtém a metade da concentragado inicial, portanto foram analisadas solugdes

de 500, 300 e 150 pg/mL de enrofloxacino complexado com cloreto férrico.
6.1.4.2. Curva de Ringbom

A faixa de linearidade do método foi determinada pela curva de Ringbom, através
da anélise espectrofotométrica de solugdes de 20 concentragdes diferentes, de 800 a 40
pg/mL. A partir da solucao de 800 pg/mL, foram realizadas diluigdes para obtencao das
20 concentragdes utilizadas no ensaio, com auxilio de micropipeta. A Tabela 4 ilustra
como foram conduzidas as diluig¢des.

Foram adicionados 100 pL de cada solu¢do de comprimido em microplaca de 96
pogos, juntamente a 100 pL de solugdo de cloreto férrico 0,5 %, em triplicata. Portanto,

as concentragdes analisadas foram de 400 a 20 pg/mL.
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Tabela 4. Preparo das solugdes de ENRO-Comp para construgao da curva de Ringbom

Pontos Volume da solucio de Concentraciao (ng/mL)
ENRO-comp 800 pg/mL
(mL)
1 - 800
2 0,95 760
3 0,90 720
4 0,85 680
5 0,80 640
6 0,75 600
7 0,70 560
8 0,65 520
9 0,60 480
10 0,55 440
11 0,50 400
12 0,45 360
13 0,40 320
14 0,35 280
15 0,30 240
16 0,25 200
17 0,20 160
18 0,15 120
19 0,10 80
20 0,05 40

6.1.4.3. Linearidade

A linearidade do método foi obtida através de trés curvas analiticas, analisando as
absorvancias obtidas nas leituras de solugdes de enrofloxacino SQR de 6 concentragoes.
A partir de uma solugdo de 400 pg/mL, foram feitas diluicdes para obtengao de solugdes
de 360, 320, 280, 240 e 200 ug/mL. 100 puL de cada solucao foram transferidos para
microplaca, juntamente com 100 pL de solugdo de cloreto férrico 0,5%. Portanto, foram
analisadas solucdes de 200, 180, 160, 140, 120 e 100 pg/mL de enrofloxacino SQR.

Os resultados obtidos foram utilizados na obtengdo da equagdo da reta pelo

método dos minimos quadrados e a verificagdo da linearidade foi constatada pela

ANOVA.
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6.1.4.4. Precisao

A precisao do método foi avaliada pelo célculo do desvio padrdo relativo
percentual (DPR) das absorvancias obtidas na analise das amostras, submetida a ensaios
de repetibilidade (intradia) e precisdo intermedidria (interdias e interanalistas). Foram
transferidos 100 pL de solugdo de enrofloxacino comprimido de 280 pg/mL para
microplaca de 96 pogos, juntamente a 100 pL de solu¢do de cloreto férrico 0,5%.
Portanto, a concentragdo da solugdo de enrofloxacino analisada foi de 140 pg/mL. A
microplaca foi submetida a analise espectrofotométrica imediatamente apoOs ser

preparada.

6.1.4.4.1. Repetibilidade
6.1.4.4.1.1. Intradia
A solugdo de enrofloxacino comprimido de 140 pg/mL foi analisada através do

desvio padrao relativo dos valores de 12 absorvancias. Assim, os resultados foram obtidos

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

6.1.4.4.2. Precisido intermediaria
6.1.4.4.2.1. Interdias

Solug¢des de enrofloxacino comprimido 140 pg/mL foram preparadas em dois dias
diferentes e submetidas a analise espectrofotométrica em triplicata, sob as mesmas
condi¢des experimentais, pelo mesmo analista. A avalia¢do foi feita através do desvio

padrdo relativo entre as médias de absorvancias obtidas nos dois dias.

6.1.4.4.2.2. Interanalistas

Dois analistas prepararam conduziram o ensaio sob as mesmas condi¢des
experimentais, em triplicata, utilizando solug¢des de enrofloxacino comprimido 140
pg/mL. A avaliagdo foi feita através do desvio padrdo relativo entre as meédias das

absorvancias obtidas por cada analista.
6.1.4.5. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperagdo, no qual
quantidades conhecidas de solu¢do SQR foram adicionadas a amostra (solucao de
enrofloxacino comprimido). As amostras foram preparadas segundo a Tabela 5, em

baldes volumétricos ambar de 5 mL, completados com dgua purificada, em triplicata.
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Foram transferidos 100 pL de cada solugao descrita na Tabela 5 em microplaca de 96
pogos, juntamente a 100 pL de solugdo de cloreto férrico 0,5%, para posterior analise

espectrofotométrica.

Tabela 5. Preparo das solugdes para o teste de recuperagdo do método

espectrofotométrico na regido visivel

Amostra 400 pg/mL Enrofloxacino Concentracio
(mL) padrio 400 png/mL final (ng/mL)*
(mL)

Amostra 2,5 - 100
R1 2,5 0,7 128
R2 2,5 1,5 160
R3 2,5 2,3 192
Padrio - 2,5 100

*Concentracdo obtida no pogo da microplaca

A porcentagem de enrofloxacino recuperada foi calculada conforme a Equagao 1:
0 — (Cr—Ca)
%R = [€=22] x100 )

Em que:
Cr = concentracao encontrada da solu¢do amostra adicionada de SQR (pg/mL)
Ca = concentracdo encontrada da amostra (pg/mL)
Cp = concentracao teorica adicionada da solu¢do SQR (pg/mL)
6.1.4.6. Robustez

A robustez do método foi determinada através pela comparacao dos resultados de
oito ensaios, obtidos pela variagdo de comprimentos de onda (430 e 432 nm), marca de
microplaca (A e B) e tempo de analise (0 min apds pipetagem e 5 min apos pipetagem),
conforme ilustra a Tabela 6. A microplaca utilizada nas demais andlises da validagao,
considerada “andlise inalterada” na Tabela 6, ou microplaca “A” foi cedida pelo
laboratorio CRAL Artigos para Laboratorio LTDA™. A microplaca utilizada na andlise

alterada, ou microplaca “B”, ¢ da marca Cellstar®.
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Tabela 6. Variaveis utilizadas na avaliacdo da robustez do método analitico para anélise

de enrofloxacino comprimidos por espectrofotometria na regido visivel

Analise

Variavel . Analise alterada
inalterada
Comprimento
de onda (nm) 430 432
Tempo de 0 5
analise (min)
Microplaca A B

A Tabela 7 mostra como foram conduzidos os ensaios de robustez, considerando

as variaveis explicitadas na Tabela 6.

Tabela 7. Ensaios da avaliagdo de robustez do método analitico para andlise de

enrofloxacino comprimidos por espectrofotometria na regido visivel

Ensaios COTESLHZEI;S) de Microplaca a:;l;slgt()n(:ien)
1 432 B 5
2 432 B 0
3 430 B 5
4 430 B 0
5 432 A 5
6 432 A 0
7 430 A 5
8 430 A 0

Em todos os ensaios foram analisadas solugdes de enrofloxacino comprimido de

140 pg/mL.
6.1.4.7. Limites de Deteccido e de Quantificacao

O limite de deteccao foi calculado a partir da férmula descrita na literatura (ICH,
2005), fundamentada no desvio padrao do intercepto e na inclina¢ao da curva analitica.

A equagdo 2 foi utilizada no calculo.
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_ 3,30
- IC

(09)
Em que:
o = desvio padrao do intercepto
IC = inclinagdo da curva analitica

O limite de quantificagdo foi calculado a partir da formula descrita na literatura
(ICH, 2005), fundamentada no desvio do intercepto e a inclinagdo da curva analitica. O

calculo foi realizado segundo a Equacéo 3.

10
L=

(&)
Em que:
6 = desvio padrao do intercepto
IC = inclinagdo da curva analitica

6.1.5.Calculo do teor de enrofloxacino nos comprimidos

A concentracdo de enrofloxacino na amostra foi calculada pela Equacao 4 e o seu

teor percentual foi calculado pela Equacao 5.
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Csr

Ca=Aax e “4)
100

Ca% = Cax v 5)

Em que:

Ca = Concentragao da amostra (pg/mL)

Cav, = Concentracao percentual da amostra

Csr = Concentracdo da substancia quimica de referéncia (ng/mL)

Aa = Absorvancia da amostra

Asr = Absorvancia da substancia quimica de referéncia

Ct = Concentragao teodrica de enrofloxacino na amostra (ng/mL)
6.1.6. Resultados
6.1.6.1. Seletividade

Através da leitura espectrofotométrica das solugdes de 50, 100 e 200 pg/mL foi
possivel obter o espectro ilustrado pela Figura 6, onde observa-se que o enrofloxacino

apresenta maior absorvancia em 430 nm.

Figura 6. Varredura de comprimentos de onda obtidos na analise espectrofotométrica de

solugdes de ENRO-Comp de 50, 100 e 200 pg/mL.
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A varredura de comprimentos de onda obtida através da leitura
espectrofotométrica da solucdo de cloreto férrico 0,5% esta apresentada na Figura 7, na
qual ndo ha presenca de pico em 430 nm. Portanto, ¢ possivel concluir que o cloreto

férrico nao interferiria na analise espectrofotométrica de enrofloxacino.

Figura 7. Varredura de comprimentos de onda obtidos na anéalise espectrofotométrica de

solugdo de cloreto férrico 0,5%.
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A figura 8 ilustra a varredura dos comprimentos de onda obtidos na anélise da
complexagdo de solucdo de enrofloxacino comprimido 500 pg/mL com solugdo de

cloreto férrico 0,5%.

Figura 8. Andlise espectrofotométrica de solugdo de ENRO-Comp 500 pg/mL

complexado com solugdo de cloreto férrico 0,5%.

Absorbance Spectrum

oD

T T T T T T T T
300 350 400 450 500 550 ao0 650 700 750 800
Wavelength in nm




43

A Figura 9 ilustra a varredura dos comprimentos de onda obtidos na analise da
complexagdo de solugdo de enrofloxacino comprimido 300 pg/mL com solu¢dao de

cloreto férrico 0,5%.

Figura 9. Anadlise espectrofotométrica de solugdo de ENRO-Comp a 300 pg/mL

complexado com solu¢do de cloreto férrico 0,5%.
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A Figura 10 ilustra a varredura dos comprimentos de onda obtidos na analise da
complexagdo de solugcdo de enrofloxacino comprimido 150 pg/mL com solucdo de

cloreto férrico 0,5%.

Figura 10. Andlise espectrofotométrica de solucdo de ENRO-Comp a 150 pg/mL

complexado com solu¢do de cloreto férrico 0,5 %.
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6.1.6.2. Curva de Ringbom

Os valores de absorvancias obtidos podem ser visualizados na Tabela 8.
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Tabela 8. Absorvancias da solucao de enrofloxacino comprimido através de leitura em

espectrofotometro a 430 nm

Pontos Concentracao Concentracio final Absorvancia** 100-T%
inicial (ng/mL) (ng/mL)*
1 800 400 1,315 95,17
2 760 380 1,258 94,35
3 720 360 1,177 93,37
4 680 340 1,182 93,47
5 640 320 1,126 92,6
6 600 300 1,086 91,82
7 560 280 1,007 90,17
8 520 260 0,969 89,24
9 480 240 0,878 86,75
10 440 220 0,836 85,41
11 400 200 0,764 82,79
12 360 180 0,705 80,28
13 320 160 0,624 76,72
14 280 140 0,562 72,59
15 240 120 0,487 67,45
16 200 100 0,419 61,92
17 160 80 0,332 53,48
18 120 60 0,302 50,18
19 80 40 0,232 41,44
20 40 20 0,166 31,82

*Concentracdo no poco da microplaca

**M¢dia das trés absorvancias obtidas em cada ponto

A curva de Ringbom determinou a faixa linear, e de acordo com a Lei de Lambert-
Beer, o intervalo de concentragdo de 100 a 200 ng/mL mostrou-se linear.

A curva de Ringbom foi obtida plotando-se os valores de transmitancia e de
concentragdo em escala logaritmica (%) versus absorvancia (100-T%), como mostra a

Figura 11.
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Figura 11. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do

visivel para a solu¢do de enrofloxacino comprimido em concentragdes de 20 a 400

pug/mL.
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6.1.6.3. Linearidade

Os valores das absorvancias obtidas pelas diferentes concentragdes de

enrofloxacino SQR, para a construcdo da curva analitica, sdo mostrados na Tabela 9.



46

Tabela 9. Valores de absorvancia de enrofloxacino SQR, determinados pelo método

espectrofotométrico na regido visivel em 430 nm para a obtencgdo da curva analitica

Concentracao Absorvancia ABS Desvio Desvio
(ng/mL) média Padrao Padriao
Relativo (%)

0,446

100 0,445 0,443 0,004 0,828
0,439
0,540

120 0,502 0,514 0,023 4,432
0,499
0,548

140 0,553 0,548 0,004 0,762
0,544
0,594

160 0,587 0,605 0,025 4,171
0,634
0,668

180 0,653 0,669 0,017 2,473
0,686
0,693

200 0,717 0,712 0,017 2,441
0,726

A representacdo grafica da curva analitica e coeficiente de regressao do

enrofloxacino SQR em concentracdo de 100 a 200 pg/mL foram construidos com as

médias dos valores de absorvancias de trés curvas analiticas obtidas durante a avaliagao

da linearidade do método, demonstrados na Figura 12.

Figura 12. Curva analitica de enrofloxacino SQR em concentrac¢do de 100 a 200 ng/mL,

pelo método es

pectrofotométrico na regido visivel em 430 nm.
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A equacdo da reta, determinada pelo método minimos quadrados, ¢: y = 0,0027x
+0,1819, com coeficiente de determinagdo R? = 0,9942 e coeficiente de correlagdo r =
0,9971.

A ANOVA calculada para os valores da curva analitica de enrofloxacino esta

apresentada na Tabela 10.

Tabela 10. Analise de variancia de valores de absorvancia determinados da curva

analitica de enrofloxacino SQR, utilizando o método espectrofotométrico na regidao

visivel
Fontes de Graus de Soma dos n . F
variacao liberdade quadrados Variancia calculado* F tabelado
Regressao 0,04978 0,04978 682,74596 0,00001
linear 1
Residuo 4 0,00029 0,00007
Total 5 0,05007

*Significativo para p < 0,05 %

O gréfico de residuos referente a regressao linear esta representado pela Figura

13.

Figura 13. Gréafico de residuos
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Os resultados dos residuos apresentados no grafico estdo ilustrados na Tabela

11.

Tabela 11. Resultados dos residuos

Observacio Abs prevista Residuos Residuos padrao
1 0,71525917 -0,00325917 -0,426744578
2 0,66192586 0,00718514 0,940796299
3 0,60859255 -0,00348155 -0,455861092
4 0,55525923 -0,00692590 -0,906852182
5 0,50192592 0,01185175 1,551825335
6 0,44859260 -0,00537027 -0,703163782

6.1.6.4. Precisao

Os resultados da precisao foram expressos com base nos valores de DPR das

absorvancias obtidas frente as alteragdes experimentais. Os valores percentuais de DPR

apresentados pelos pardmetros analisados estdo apresentados na Tabela 12.

Tabela 12. Determinagdo da precisao do método analitico para analise de enrofloxacino

por espectrofotometria na regido visivel

Repetibilidade
Média fle %2 DPR%
Absorvancias

0,651 0,75

Precisao Intermediaria
Interdias Entre-analistas
Abs* DPR (%) Abs* DPR (%)
Dial 0,656 Analistal 0,650
1a , 0.44 nalista , 0.56
Dia2 0,651 Analista2 0,656

*Qs valores de absorvancia apresentados sdo referentes a média de 6 leituras

DPR: desvio padrao relativo

6.1.6.5. Exatidao

Os resultados do ensaio de recuperagdo estao descritos na Tabela 13.
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Tabela 13. Determinagdo da exatidao do método analitico para analise de enrofloxacino

comprimidos por espectrofotometria na regido visivel

Enrofloxacino Enrofloxacino

SQR SQR Recuperacio DPR** Recuperacio
adicionado encontrado* (%) (%) média (%)
(ng/mL) (ng/mL)
R1 28,00 28,17 100,59 0,25
R2 60,00 59,71 99,52 2,34
98,51
R3 92,00 87,78 95,41 491

*Média de trés determinacoes

** Desvio Padrdo Relativo dentro de cada nivel de recuperacao
6.1.6.6. Robustez
A Tabela 14 ilustra as médias de 16 leituras de absorvancias obtidas em cada ensaio.

Tabela 14. Medidas de absorvancia obtidas na avaliagdo da robustez do método

espectrofotométrico de quantificagdo de enrofloxacino

Ensaio Absorvancia*
1 0,582
0,575
0,584
0,577
0,615
0,605
0,620
8 0,605
*Média dos valores de 16 absorvancias

N N B WN

A avalia¢do da robustez foi realizada a partir de analise de variancia entre as
absorvancias referentes aos parametros microplaca, tempo de anélise e comprimento de

onda. A ANOVA calculada est4 apresentada na Tabela 15.
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Tabela 15. Analise de variancia de valores de absorvancia obtidos na determinagdo de

robustez do método espectrofotométrico de quantificacdo de enrofloxacino

Fonte de Graus de Soma dos Quadrado F calculado F
variacao Liberdade Quadrados Médio critico
F1 1 0,00597 0,00597 53,7316* 5,3177
F2 1 0,00025 0,00025 2,2335 -
F3 1 0,00002 0,00002 0,1626 -
F1 X F2 1 0,00015 0,00015 1,3512 -
F1 X F3 1 0,00015 0,00015 1,3512 -
F2 X F3 1 0,00016 0,00016 1,4637 -
F1 X F2 X F3 1 0,00011 0,00011 0,9460 -
Tratamento 7 0,00680 0,00097 8,7485 -
Residuos 8 0,00089 0,00011 - -
Total 15 0,00769 - - -
F1: Marca da microplaca *Significativo para p < 0,05 %

F2: Comprimento de onda
F3: Tempo de andlise

6.1.6.7. Limites de Detec¢ao e Quantificacao
A sensibilidade do método espectrofotométrico foi determinada através dos

limites de deteccdo (LD) e de quantificacao (LQ). Os valores calculados para LD e LQ
foram 5,31 pg/mL e 16,09 ng/mL, respectivamente.

6.1.6.8. Teor

O teor dos comprimidos de enrofloxacino foi calculado a partir de um ensaio de
espectrofotometria utilizando solugdes de comprimido de 140 pg/mL. O ensaio foi feito

em duplicata, cujos resultados estao explicitos na Tabela 16.
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Tabela 16. Calculos de teor dos comprimidos de enrofloxacino

Teor (%) Teor Médio (%) DPR (%)
Ensaio 1 103,01 105,31 2.9
Ensaio 2 107,32

DPR: desvio padrao relativo
6.1.7. Discussao

A espectrofotometria UV-Vis ¢ uma das técnicas analiticas mais utilizadas para
determinagdo e quantificagdo de substancias. Baseada na Lei de Lambert-Beer, pode ser
empregada para medidas de absor¢do de radiagdo por amostras no estado solido, liquido
ou gasoso, na regido do ultravioleta, visivel e infravermelho do espectro eletromagnético

(ROCHA; TEIXEIRA, 2004).

O enrofloxacino SQR apresenta-se como po cristalino de coloragcdo amarelo-claro
(USP, 2016). Estudos demonstraram que ions metalicos polivalentes, como o Fe*",
possuem fortes interagdes com fluorquinolonas (URBANIAK et al., 2007).
Ciprofloxacino demonstrou complexagdo com cloreto férrico, formando solucao de
coloracdo laranja e apresentando grande absorvancia em 450 nm (KARA et al., 1991),
além de complexar com nitrato de ferro, formando solu¢do de coloracdo amarelo-
alaranjada, de grande absorvancia em 435 nm (FRATINI; SCHAPOVAL, 1995). Por esta
razdo, foi investigada a possibilidade da utilizagdo da complexagao de cloreto férrico com

enrofloxacino para a quantifica¢do do farmaco.

Foram realizados testes de espectrofotometria na regido visivel de solucdes de
enrofloxacino comprimido complexado com cloreto férrico, cujas varreduras mostraram

maiores absorvancias em 430 nm.

As variagdes de peso dos comprimidos de enrofloxacino encontram-se dentro dos
limites pré-estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (2010). Nenhum dos valores
extrapolou os limites maximo e minimo (66,89 mg e 54,73 mg, respectivamente) e a
variagdo foi menor do que 10 % (Tabela 4), em conformidade com a especificagdo da

Farmacopeia Brasileira (2010) para comprimidos de até¢ 80 mg.

Na determinagdo da seletividade do método, concluiu-se que o cloreto férrico ndo
interfere na leitura espectrofotométrica do enrofloxacino, por ndo apresentar picos de
absorvancia na regido de 430 nm. Analisando as Figuras 8, 9 e 10, € possivel afirmar que

a complexagdo do enrofloxacino com o cloreto férrico faz aumentar sua absorvancia em
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430 nm, se comparar com a varredura demonstrada na Figura 6. E possivel verificar que,
conforme as concentragdes das solugdes de ENRO-Comp aumentam, os valores de

absorvancia obtidos em suas leituras espectrofotométricas também aumentam.

A linearidade indica a capacidade do método de relacionar proporcionalmente a
concentragdo do analito na amostra com os resultados obtidos, dentro de um intervalo
especifico. Para comprovar a linearidade de um método, deve-se utilizar no minimo 5
concentragdes diferentes de SQR e realizé-lo, no minimo, em triplicata (BRASIL, 2017).
O método se apresentou linear no intervalo de 100 a 200 pg/mL, com equagao da reta y
=0,0027x + 0,1819 (Figura 12). O coeficiente de determinagao (r) obtido foi de 0,9942,
0 que mostra a adequada linearidade do método. A linearidade foi verificada através da
ANOVA (Tabela 10), mostrando valor de F calculado muito maior do que o F tabelado.
Ou seja, a variancia da regressao ¢ estatisticamente diferente da variancia dos residuos,
comprovando que ¢é possivel prever o valor de absorvancia a partir da concentragao de
enrofloxacino. Pelo grafico de residuos (Figura 13) € possivel verificar que os valores de

residuo tendem a zero no intervalo da linearidade.

Na determinacao da precisdo do método, foram obtidos valores de DPR de 0,75%
para intradia, 0,44% para interdia e 0,56% para interanalista (Tabela 12), ou seja, todos
os valores de DPR sdo muito baixos e comprovam a precisdo do método.

No teste de exatidao, a recuperagao média foi de 98,51 % (Tabela 13), dentro da
faixa de 98 — 102 %, especificada por HORWITZ (1982). Frente a estes resultados, o

método pode ser considerado exato.

O valor calculado para os limites de detec¢ao e quantifica¢do foi de 5,31 ug/mL e
16,09 pg/mL, respectivamente, mostrando a sensibilidade do método para identificar e
quantificar enrofloxacino na amostra. Estes valores sdo inferiores a faixa de linearidade

estabelecida no desenvolvimento do método.

A robustez do método foi determinada a partir de trés pardmetros (Tabelas 6 e 7),
que foram avaliados separadamente e em conjunto. A influéncia dos parametros
analisados foi avaliada por ANOVA (Tabela 15), onde foi possivel concluir que apenas
o fator marca da microplaca (F1) ¢ significativo, por ser o Unico fator a apresentar valor
de F maior que o F critico. Todos os outros fatores mostraram-se ndo significativos,
mesmo quando avaliados juntos. A partir destes dados ¢ possivel afirmar que a marca da
microplaca interfere nos resultados de robustez do método e, desta forma, deve ser

padronizada antes da conducdo das andlises espectrofotométricas. HELD (2009)
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desenvolveu um estudo que evidencia a diferenca de resultados de absorvancia entre tipos
de microplacas diferentes. E possivel que os resultados de absorvancia discrepantes entre
as analises das microplacas seja devido a maior espessura da microplaca B em relagdo a

microplaca A.

O teor médio encontrado foi de 105,31%. A Farmacopeia Americana (USP, 2016)
determina que o teor médio de enrofloxacino em matéria-prima seja de 98,5 a 101,5%.

Nao ha outras especificagdes para teor do firmaco em comprimidos.

O método proposto estd de acordo com os requisitos recomendados para validagao
de métodos analiticos, sendo possivel ser utilizado para quantificagao de enrofloxacino

em comprimidos.

Estao disponiveis na literatura diversos procedimentos analiticos de quantificagao
de enrofloxacino, sendo em sua grande maioria cromatograficos. Assim, se faz necessario
o desenvolvimento de métodos inovadores, que utilizem pouco material e reagentes e que,
consequentemente, produzam menos danos ao meio ambiente e ao analista. O método
desenvolvido e validado neste trabalho foi miniaturizado e utilizou solventes ndo-toxicos
e materiais reciclaveis e, portanto, condiz com as atuais exigéncias de preservacdo do
meio ambiente, atendendo aos principios da Quimica Verde. A miniaturizagao do método,
realizado em microplacas, garante diminui¢dao do uso dos compostos e consequentemente
diminui¢do do descarte de residuos ao meio ambiente. Além de utilizar pouca quantidade

de reagentes, ¢ um método rapido e de facil execugdo.
7. CONCLUSAO

Neste trabalho foi desenvolvido e validado um novo método analitico para analise
quantitativa de enrofloxacino em comprimidos por espectrofotometria na regiao visivel,
podendo ser utilizado nas analises de rotina do controle de qualidade de enrofloxacino
comprimidos palataveis. Como reagente, foi utilizada solucao de cloreto férrico 0,5 % em
agua. As solugdes de comprimido utilizadas no método também foram feitas em agua,
solvente ecologicamente adequado ao meio ambiente, de baixo custo, de facil obtencdo e
rapido. Medicamentos contendo enrofloxacino sdo amplamente utilizados na medicina
veterindria e produzidos por diversas induastrias farmacéuticas, o que aumenta a
necessidade do desenvolvimento de novos métodos analiticos ¢ da otimizagdo dos

procedimentos analiticos atuais.
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