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RESUMO

Os antibidticos macrolideos formam um grupo de antimicrobianos bastante seguros,
extremamente Uteis devido a atividade contra Mycoplasma, Chlamydia, Legionella,
Bordetella, pneumococos, estreptococos e outros patdgenos importantes. A comercilizagéo
do antibidtico macrolideo roxitromicina esta autorizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Saitaria (ANVISA). Contudo, atualmente nenhum laboratorio farmacéutico disponibiliza este
medicamento no mercado brasileiro, estando a roxitromicina disponivel apenas para
manipulacdo em farmacias magistrais. A literatura registra o desenvolvimento de
metodologias de analise e quantificacdo da roxitromicina. Contudo, nenhum deles apliciveis a
forma farmacéutica capsulas. Neste trabalho, foram desenvolvidas e validadas metodologias
analiticas para andlise da roxitromicina na forma farmacéutica capsulas: Método
microbioldgico por difusdo em agar, utilizando sistema de bicamada e cepas de Microccocus
luteus — INCQS 011 como microorganismo revelador; Método por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando cromatografo a liquido com detector UV/Vis e coluna
cromatografica do tipo C18; e perfil de dissolucdo, utilizando aparelho dissolutor, aparato pa,
rotacdo de 100 RPM e 900 mL de meio de dissolucéo por cuba. Os métodos foram validados
de acordo com o que dispdes a RDC ANVISA n° 899 de 2003. O método microbioldgico
mostrou-se linear (r = 0,9985), preciso (DPR= 1,53%), exato, seletivo e robusto. Da mesma
maneira, 0 método cromatografico demonstrou ser linear (r = 0,9995), preciso (DPR =
1,08%), exato (100,85%), seletivo e robusto. O método cromatografico foi empregado no
desenvolvimento e validacdo do perfil de dissolugéo, o qual demonstrou ser seletivo, preciso
(DPR =1,96%), robusto e exato. Os métodos propostos foram aplicados e apresentaram
resultados satisfatorios na andlise quantitativa de roxitromicina capsulas, além de se
apresentarem como alternativas de baixo custo e facil introducdo na rotina de laboratérios

analiticos.

Palavras-Chave: Roxitromicina, Método Microbiol6gico por Difusdo em Agar. Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia. Perfil de Dissolucdo de Farmacos. Validagdo de

métodos analiticos.



ABSTRACT

Macrolide antibiotics are a very safe group of antimicrobials, extremely useful against
Mycoplasma, Chlamydia, Legionella, Bordetella and other important pathogens. The
commercialization of the macrolide antibiotic roxithromycin is authorized by the Brazilian
health regulatory agency ANVISA. However, currently no pharmaceutical company makes
this drug available on the Brazilian market, and roxithromycin has been commercially
available as capsules by compounding pharmacies. The literature reports the development of
methodologies for the analysis and quantification of roxithromycin. However, none of them
apply to pharmaceutical capsules. In this work, analytical methodologies for the analysis of
roxithromycin in the pharmaceutical form capsules were developed and validated: Agar
Diffusion Bioassay, using bilayer system and Microccocus luteus strains - INCQS 011 as a
revealing microorganism; Method by High Performance Liquid Chromatography (HPLC),
using liquid chromatograph with UV / Vis detector and C18 type chromatographic column;
And dissolution profile using dissolver apparatus, paddle apparatus, rotation of 100 RPM and
900 mL of dissolution medium per vessel. The methods were validated according to the
provisions of the Brazilian validation guide. The microbiological method was linear (r =
0.9985), precise (RSD = 1.53%), exact, selective and robust. In the same way, the
chromatographic method showed to be linear (r = 0.9995), accurate (RSD = 1.08%), exact
(100.85%), selective and robust. The chromatographic method was used in the development
and validation of the dissolution profile, which proved to be selective, precise (RSD =
1.96%), robust and accurate. The proposed methods were applied and presented satisfactory
results in the quantitative analysis of roxithromycin capsules, in addition to being presented as

low cost alternatives and easy to introduce into routine analytical laboratories.

Key Words: Roxithromycin. Agar Diffusion Bioassay. High Performance Liquid
Chromatography. Dissolution Profile. Validation of Analytical Methods.
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1 INTRODUCAO

Qualidade e seguranca na saude publica formam um bindmio a ser alcancado e que
deve ser mantido, independente de fatores econémicos, operacionais e/ou regionais. O
medicamento se configura como instrumento fundamental para garantia do direito de acesso a
salde e, nesta vertente, surge o0 medicamento manipulado em farmacias, e sua qualidade deve
ser assegurada pelos estabelecimentos fabricantes como direito de acesso da populacdo ao
medicamento (BERTOLLO, 2008).

A qualidade do medicamento se constitui no grau com que este cumpre com as
caracteristicas estabelecidas, sendo tais caracteristicas incorporadas desde a fase de pesquisa
da molécula ativa, a génese da matéria-prima em escala industrial e sua distribuicdo, todo
processo envolvido na fabricacdo do medicamento até o momento de sua utilizacdo e
acompanhamento pos-registro. S&o elas, boa apresentacdo da forma farmacéutica de modo a
ter confiabilidade e aceitabilidade pelo paciente, conformidade com o0s parametros
farmacopeicos, biodisponibilidade, eficécia clinica e seguranca (GOMES; REIS, 2000).

Apesar das inimeras vantagens que o medicamento manipulado oferece em relacdo ao
industrializado, que vao desde a facilidade posoldgica até a econémica, sdo inimeros 0s
obstaculos que o setor se depara. O maior destes esta na falta de credibilidade do produto
manipulado pela “suposta” auséncia de um controle de qualidade efetivo das matérias-primas
e produtos acabados, auséncia de controle de processo e sua reprodutibilidade (FERREIRA,
2002).

Nesse sentido, o antibidtico roxitromicina, farmaco semissintético da classe dos
macrolideos, merece especial atencdo. A comercializacdo do referido antibiotico esta
autorizada em territdrio nacional de acordo com a Resolucédo da Diretoria Colegiada (RDC) n°
20, de 5 de maio de 2011 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2011).
Contudo, atualmente nenhum laboratério farmacéutico disponibiliza este medicamento no
mercado brasileiro, estando a roxitromicina disponivel apenas para manipulacdo em farmacias
magistrais. Soma-se a isso que ndo ha descricdo do referido farmaco na Farmacopéia
Brasileira 5 edi¢do, restringindo-se sua descricdo a compéndios internacionais que abordam
apenas a matéria-prima, nao englobando o produto acabado (BRASIL, 2010, 2011;
EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2015).

A literatura registra metodologias analiticas abordando a técnica de cromatografia
liqguida de alta eficiéncia para matéria-prima (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2015).
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Mahmoudi et al. (2015) desenvolveram e validaram método microbiol6gico por difusdo em
agar para antibioticos macrolideos, dentre estes a roxitromicina. Contudo, o método aplica-se
a forma farmacéutica comprimido. Em compéndios oficiais, ndo ha descricdo de metodologia
aplicavel a roxitromicina na forma farmacéutica cépsula. (BRASIL, 2010; EUROPEAN
PHARMACOPEIA, 2015). Também foram encontrados na literatura o teste de dissolucdo
para roxitromicina na forma farmacéutica comprimido (JAGTAP et al., 2013; MILNE;
LIEBENBERG; AUCAMP, 2016; OSTROWSKI; WILKOVSKA; BACZEC, 2010).

Os antibioticos macrolideos formam um grupo de antimicrobianos bastante seguros,
extremamente Uteis devido a atividade contra Mycoplasma, Chlamydia, Legionella,
Bordetella, pneumococos, estreptococos e outros patdgenos importantes. Em geral, e
principalmente a azitromicina, apresentam efeito anti-inflamatério em processos crénicos,
como na colonizacdo pulmonar por Pseudomonas aeruginosa em pacientes com fibrose
cistica (BARROS et al., 2008).

Esta classe farmacoldgica se caracteriza por apresentar diversos anéis lactdnicos aos
quais se ligam um ou mais desoxi-acucares (Figura 1). Atuam pela inibicao da sintese proteica
bacteriana ligando-se a subunidade 50S ribossomal, impedindo o crescimento da cadeia

peptidica em microrganismos sensiveis (SILVA, 2006).

T B S

Figura 1- Estrutura molecular do antibidtico macrolideo Roxitromicina.
Fonte: drugbank.ca

A roxitromicina é utilizada no tratamento de infec¢bes do trato respiratério, urinario e
de tecidos moles ocasionadas por diversos patogenos (DING et al., 2015; KOUSOLOS et al.,
2008). Assim como outros antibidticos da classe dos macrolideos, a roxitromicina possui
destacada acdo contra Mycoplasma e Chlamydia. Apesar de seu uso demonstrar bom
desempenho na prética clinica durante a gestacdo. Quin et al. (2016) realizaram um estudo
comparativo do metabolismo e farmacocinética da roxitromicina no plasma e no liquido

amnidtico, constatando que a area sob a cura (AUC) e o tempo de meia-vida encontram-se
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aumentados no liquido amnidtico. Em um estudo sobre resisténcia de micorganismos
isolados em infec¢bes do trato genitourinario, He et al. (2016) observaram que cepas de U.
urealyticum e M. hominis demonstraram altas taxas de resisténcia a roxitromicina, bem como
a seu precursor, a eritromicina.

A estrutura molecular da roxitromicina é constituida de um anel lactona de 14 4tomos
e dois residuos de acucar: Cladinose e Dosamina. Em relagdo a eritromicina, a estrutura
quimica da roxitromicina confere maior estabilidade em condi¢bes de pH baixo, como as
encontradas no trato gastrintestinal. 1sso se deve a presenca do grupo oxima na molécula do
farmaco, o qual substitui um grupo cetona presente na molécula de eritromicina (HOLSTEIN
etal., 2009; JAGTAP et al., 2013; OSTROWSK; WILKOVSKA; BACZEC, 2010). Contudo,
é preciso destacar a baixa estabilidade deste farmaco em meio acido. E o que se pode observar
por Ostrowsk (2010) que realizou um estudo de dissolucdo da roxitromicina, tendo constatado
formacéo de produtos e completa degradacdo deste antibiotico em pH 1, 2. Maior estabilidade
tem sido observada em estudos de dissolugdo em pH préximo de 6,0 (JAGTAP et al., 2013;
OSTROWSK; WILKOVSKA; BACZEC, 2010).

Outra caracteristica importante do farmaco em estudo é a sua baixa solubilidade em
agua (EUROPEAN PHARMACOPEIA, 2015). Tal caracteristica resulta em farmaco de baixa
biodisponibilidade e poténcia quando ingerido por via oral (DURAN et al., 2009; NIEKERK,
2011). De acordo com Bown et al. (2004) caracterizar o mecanismo de liberacdo do farmaco
por metodologia de dissolugdo in vitro mostra-se particularmente importante para medir o
desempenho do farmaco constituido por substancias pouco solaveis.

Considerando a roxitrocimina um antibiotico de pronunciado progndstico no
tratamento de diversas infeccdes e que vem sendo manipulada na forma farmacéutica capsula,
que apresenta desempenho diferente no organismo das demais, temos por interesse o
desenvolvimento e validacdo de metodologias analiticas aplicaveis a este farmaco. Para tanto,
este trabalho sera desenvolvido em trés etapas: - desenvolvimento e validacdo de método
microbioldégico por difusdo em 4&gar, - desenvolvimento e validacdo de método por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e - desenvolvimento e validacdo de perfil de

dissolugéo para roxitromicina na forma farmacéutica capsulas.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente trabalho dedicou-se ao desenvolvimento e validacdo de metodologias
analiticas capazes de quantificar o antibiotico roxitromicina em capsulas farmacéuticas. Para
tanto, langcou mao de técnicas descritas em compéndios oficiais e amplamente relatadas na
literatura pertinente. Para uma melhor compreensdo das metodologias aplicadas, segue o

referencial tedrico.

2.1 ENSAIO MICROBIOLOGICO POR DIFUSAO EM AGAR

O ensaio microbioldgico por difusdo em &gar trata-se de um método fisico-quimico,
no qual um microorganismo € usado como revelador. O método emprega meio de cultura
solido inoculado, distribuido em placas, em sistema de mono ou bicamada, através do qual a
substancia teste se difunde. E essencial que se trabalhe com réplicas, de forma a compensar os
desvios inerentes ao ensaio, sendo que na Farmacopeia Brasileira 5% edicdo esse método é
preconizado para 46 antibidticos (BRASIL, 2010; PINTO, 2010).

Em comparagdo com métodos fisico-quimicos tradicionais, o ensaio microbioldgico
por difusdo em agar apresenta as vantagens de ter baixo custo, baixa toxicidade dos reagentes,
ndo demandar etapas de extracdo/separacdo, operacionalizacdo mais simples e néo requerer
méao-de-obra e equipamentos especializados (LOURENCO, 2006; MANFIO et al. 2013).

O ensaio por difusdo em &gar comeca pelo preparo do microrganismo que deve ser
repicado em caldo de enriquecimento e incubado. Apos o periodo de incubacdo, o caldo deve
ser diluido de modo a se obter uma suspensao de 25% +- 2 de Transmitancia. A suspensdo de
microrganismo deve entdo ser inoculada em meio de cultura que permita o isolamento de
microrganismos heterotréficos. O método pode ser desenvolvido com apenas uma camada de
meio de cultura (monocamada) ou com duas camadas de meio de cultura (bicamada), sendo
uma camada mais volumosa, chamada de camada base, e outra menos volumosa, chamada de
camada de superficie, na qual € inoculada a suspensao de microrganismo. As camadas devem
ser vertidas, separadamente, em placas de Petri, sendo que a camada mais volumosa deve ser
vertida primeiro e a menos volumosa vertida sobre esta ap6s sua solidificagdo. Deve-se
aguardar a completa solidificacdo do meio de cultura que estd sendo empregado no ensaio
antes do procedimento das etapas seguintes. A solucgéo teste deve ser aplicada sobre a

superficie deste meio em uma area especifica delimitada por cilindros ou pelo template de aco
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inoxidavel. Da mesma forma deve-se proceder com a solucdo padréo. O ensaio de Difusdo em
Agar pode ser realizado nos delineamentos 2x2 e 3x3, alternando soluges amostra e padrio,
e no delineamento 5x1, no qual ndo ha a aplicacdo de solucdo. Assim, procede-se a incubacao
da placa por tempo adequado ao metodo e mede-se 0 tamanho dos halos de inibi¢do obtidos
(ALESSIO, 2011; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; MAHMOUDI et al., 2015; PAIM
etal., 2010; PINTO, 2010).

Figura 2- Disposicéo dos cilindros de ago inoxidavel no ensaio
microbiolégico por difusdo em agar.
Fonte: Do Autor

Antibioticos macrolideos tém sido alvo de estudos visando a desenvolver métodos
analiticos que aplicam o ensaio microbioldgico por difusdo em &gar, utilizando cepas de
Micrococcus luteus como microrganismo revelador (BREIER et al., 2002; MAHMOUDI et
al., 2015; VITAL et al., 2004;). Na Farmacopeia Brasileira, este ensaio é preconizado para a
eritromicina e para a azitromicina, tanto matéria-prima quanto produto acabado (BRASIL,
2010).

2.2 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) usa pressdes elevadas para forcar
a passagem de um solvente através de colunas fechadas que contém particulas muito finas,
capazes de proporcionar separacfes muito eficientes entre 0s componentes de uma mistura.
No desenvolvimento de um método analitico, os objetivos sdo de obter uma separacdo

adequada em um tempo razoavel (HARRIS, 2012).
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Segundo Langas (2008), a CLAE teve seu desenvolvimento favorecido pelo interesse
nas analises de compostos 0s quais ndo eram amenos a cromatografia gasosa. O
desenvolvimento de fases quimicamente ligadas ampliou ainda mais o espectro de aplicacdes
da técnica de CLAE, especialmente as fases reversas baseadas em grupos octadecil e octil
(C18 e C8) quimicamente ligados a silica.

A cromatografia de fase reversa geralmente é adequada para separar misturas de
compostos organicos, neutros ou carregados de baixa massa molecular. Como condicdes para
0 metodo cromatografico por fase reversa, sugere-se fase estacionaria formada por coluna
quimicamente ligada dos tipos C18 e C8 e coluna cromatogréfica de 0,21 x 15 cm para
particulas de 5 pm, dentre outras condic¢Bes, dependendo-se das propriedades do analito.
(HARRIS, 2012)

A analise quantitativa de compostos presentes em misturas foi viabilizada, em CLAE,
pelo acoplamento de detectores aos cromatografos. Os detectores utilizam Uv-Vis,
espalhamento de luz, fluorescéncia, dentre outros que, aliados a softwares, permitem a analise
de componentes das misturas em concentraces extremamente baixas. (LANCAS, 2009)

A CLAE tem sido amplamente empregada para analise quantitativa de antibioticos
macrolideos em métodos analiticos ou bioanaliticos. Em sua maior parte, os autores utilizam
fase moével a base de acetonitrila e tampéo fosfato de aménio e coluna cromatografica do tipo
C18. (BALAJI; NISHA, 2016; DING et al.,, 2015; KOUSOLOS et al., 2008; MILNE;
LIEBENBERG; AUCAMP, 2016; OSTROWSK; WILKOVSKA; BACZEC, 2010; QUIN
etal., 2016 TORANO; GUCHELLAR, 1998).

2.3 PERFIL DE DISSOLUCAO DE FARMACOS

O ensaio de dissolucdo de farmacos é uma ferramenta utilizada para se analisar o perfil
de liberacdo de farmacos em produtos farmacéuticos, geralmente sélidos e para ingestdo oral,
como capsulas e comprimidos. O teste se mostra significativo pelo fato de que o farmaco
presente em um produto farmacéutico precisa ser liberado dos demais componentes da
formulacdo e se dissolver nos fluidos do trato gastrintestinal (QURESHI, 2006). Segundo
Wang (2006), o teste de dissolugcdo é comumente empregado na industria farmacéutica
visando nortear o desenvolvimento de formulagdes e o controle de qualidade do produto.

A uniformizacdo dos procedimentos e das condi¢des dos ensaios sdo atualmente uma

das principais preocupagdes, com as entidades reguladoras sugerindo procedimentos de
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calibracdo rigorosos e bem definidos. Pretende-se assim aumentar a credibilidade e a validade
dos resultados obtidos nos ensaios de dissolucdo corretamente delineados e executados
(MANADAS; PINA; VEIGA, 2002).

O aparelho de dissolucdo consiste em um sistema formado por trés componentes:
cubas, recipientes abertos de forma cilindrica em vidro de borosilicato, plastico ou outro
material transparente ou inerte, imersos em banho de &gua termostatizado, nos quais serdo
introduzidos os meios de dissolucdo empregados no ensaio; hastes em acgo inoxidavel,
responsaveis por promover a agitacdo do meio, podendo apresentar-se nas formas de cestas ou
pas; e um motor que possibilita ajustar a velocidade de rotagdo da haste aos pardmetros do
método. (BRASIL, 2010)

Sempre que possivel, o teste de dissolucdo deve ser conduzido sob condicBes sink,
que, segundo Emmanuel (2012), sdo definidas como o volume de meio pelo menos trés vezes
maior do que 0 necessario para se obter uma solucdo saturada do farmaco, visando manter o
gradiente de concentracdo definido. A concentracdo de saturacdo do farmaco pode ser
definida pelo ensaio de solubilidade em equilibrio.

O referido ensaio de solubilidade em equilibrio é também utilizado na definicdo do
meio de dissolucdo a ser empregado no teste. No Brasil, a ANVISA, através da RDC 37/2011,
para estudos de solubilidade, preconiza realizar o estudo em no minimo trés condi¢des de pH
do meio de dissolucdo (1,2; 4,5 e 6,8), utilizando-se no minimo 3 replicatas para cada
condicdo, devendo o coeficiente de variacdo ser menor que 5 %. O ensaio de solubilidade em
equilibrio pode ser realizado pela metodologia de shake-flash, utilizando solucdes saturadas,

conforme descrito por Jagtap et al. (2013) e Santos (2016).

2.4 VALIDACAO DE ENSAIOS ANALITICOS

Os avangos recentes na area farmacéutica viabilizaram a producdo de novos farmacos,
que necessitam de métodos analiticos para sua determinacdo quantitativa em produtos
farmacéuticos (SILVA, 2012). Apés o desenvolvimento do método, uma atividade
fundamental que tradicionalmente deve ser realizada € a validacdo analitica. (SANTOS, 2011)

O objetivo de uma validagédo é demonstrar que o metodo ¢é apropriado para a finalidade
pretendida, ou seja, a determinacdo qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de

farmacos e outras substancias em produtos farmacéuticos (BRASIL, 2003).
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No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras passa verificar a competéncia de
laboratorios de ensaios: a ANVISA e o INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia,
Normalizacdo e Qualidade Industrial). Estes 6rgdos disponibilizam guias para o procedimento
de validacdo de métodos analiticos. (SANTOS, 2011)

No ambito da ANVISA, a validagcdo de métodos analiticos esta normatizada por meio
das RDC’s 899 de 29 de maio de 2003 e 27 de 17 de maio de 2012. Enquanto aquela tem o
objetivo de apresentar as caracteristicas a serem consideradas durante a validacdo de
procedimentos analiticos, a outra tem o objetivo de estabelecer os requisitos minimos para
validacdo de métodos bioanaliticos empregados para estudos de registro e pds-registro de
medicamentos no Brasil (BRASIL, 2003, 2012). Em suma, a RDC 27 de 2012 atualiza a
RDC 899 de 2003 no que se refere a validacdo de métodos bioanaliticos, os quais séo
definidos como métodos analiticos utilizados na determinacdo quantitativa de analitos em
matrizes biologicas (BRASIL, 2012).

E valioso destacar que foi realizada a consulta ptblica 129/2016, a qual visa atualizar
a RDC 899 de 2003. Através da referida consulta, o o6rgdo regulador buscou obter
colaboragbes sobre validacdo de métodos analiticos de ensaios bioldgicos, microbiolégicos,
imunolégicos, de identificacdo, quantitativos para determinacdo de impurezas, ensaio limite
para 0 controle de impurezas, ensaios quantitativos para a determinacdo de insumos
farmacéuticos em amostras de matérias-primas ou de medicamentos em todas as suas fases de
producao.

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda as
exigéncias das aplicagBes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto,
deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo, preciséo, sensibilidade, limite de

quantificacdo e exatiddo adequado a analise (BRASIL, 2003).

2.4.1 Seletividade

A seletividade é a capacidade que o método possui para medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacéo,
solventes e componentes da matriz (BRASIL, 2003; SANTOS, 2011). Estudos forcados de
degradacdo devem ser realizados, a fim de demonstrar a capacidade do procedimento analitico

de ndo sofrer interferéncias de moléculas de estrutura semelhante a do analito.
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2.4.2 Linearidade

Segundo Silva (2012), a linearidade corresponde a capacidade do método analitico
para demonstrar que os resultados obtidos s@o diretamente proporcionais a concentragdo do
analito. Recomenda-se que a linearidade seja determinada pela andlise de no minimo 5
concentracOes diferentes, tendo como critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo
(r) = 0,99 (BRASIL, 2003).

Devemos destacar que, devido a suas peculiaridades, o método microbiologico teve a
linearidade avaliada com trés concentragdes, sendo estas as doses empregadas na execugéo do
método.

2.4.3 Precisao

Precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de
medi¢des de uma amostragem multipla de uma mesma amostra, ou de maultiplas aliquotas de
uma mesma fonte de matriz bioldgica, podendo ser considerada em trés niveis: repetibilidade,
precisdo intermedidria e reprodutibilidade (BRASIL, 2003, 2012; SANTOS, 2011).

A repetibilidade é verificada por no minimo nove determinacGes, contemplando o
intervalo linear do método, avaliando-se trés concentracdes (baixa, média e alta) com trés
réplicas cada, ou um minimo de seis determinacdes a 100% da concentracdo do teste
(BRASIL, 2003).

A precisdo intermediaria é a concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio
obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. Ja a
reprodutibilidade é a concordancia obtida entre os resultados de analises realizadas em
laboratdrios diferentes (BRASIL, 2003).

A precisdo pode ser expressa como desvio padrdo ou desvio padréo relativo da série de
medidas e pode ser calculada pela formula,

DPR = DP/CMD x 100
em que DP é o desvio padrdo e CMD é a concentragdo média determinada. Ndo se admite
para fins de validacdo de método analitico desvios padréo superiores a 5% (BRASIL, 2003).
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2.4.4 Exatidao

A exatidao descreve a proximidade dos resultados medios fornecidos pelo método em
relacdo ao valor tedrico. Pode ser determinada através do ensaio de quantidade conhecida da
substancia sob anélise adicionada em meio preparado com excipientes da formulagdo ou em
solucdo da amostra de produto farmacéutico (SILVA, 2012). Ou ainda, aplicando-se a
metodologia analitica na analise de uma substancia de pureza conhecida (BRASIL, 2003).

A exatiddo é calculada como percentagem de recuperacdo da quantidade conhecida de
analito presente na amostra e deve ser determinada apds estabelecimento da linearidade,
intervalo linear e especificidade do método. A exatiddo deve ser verificada por meio da
analise de trés réplicas de trés concentracdes (baixa, média e alta) que contemplem o intervalo
linear do método (BRASIL, 2003).

2.4.5 Robustez

A Robustez do método é a medida da capacidade que o método apresenta em se
manter inalteravel através de pequenas, mas deliberadas, modificagdes em seus parametros, e
fornecer indicacgdes de seguranca durante o uso normal (VIEIRA, 2010).

Para Silva (2012), a robustez descreve a reprodutibilidade do método analitico frente a
pequenas varia¢des nas condi¢cdes experimentais.

Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliagdo da
robustez, constatando-se a suscetibilidade do método a variagdes das condi¢des analiticas
estabelecidas. As variagcbes propostas deverdo ser controladas e precaucOes deverdo ser
incluidas no procedimento. Métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia devem
considerar fatores como pH da fase mdvel, vazdo de fase movel, lotes e fabricantes de colunas
cromatograficas, temperatura e composicdo da fase maével. Métodos espectrofotométricos
devem considerar variacdo do pH da solugcdo, temperatura e diferentes fabricantes de
solventes. (BRASIL, 2003).

2.4.6 Limites de Quantificacéo e Deteccao

O limite de quantificacdo corresponde a menor quantidade do analito em uma amostra

que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢des experimentais
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estabelecidas. O limite de quantificacdo é um pardmetro determinado, principalmente, para
ensaios quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e produtos de
degradacdo em formas farmacéuticas e € expresso como concentracdo do analito (por
exemplo, percentagem p/p ou p/v, parte por milhdo) na amostra. O limite de deteccdo é a
menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser detectada porém ndo quantificada.
(BRASIL, 2003).
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3 OBJETIVOS

Seguem abaixo 0s objetivos a que se pretende alcancar com a execucgdo deste projeto

de mestrado.

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Desenvolvimento e validacdo de método microbioldgico por difusdo em agar e por
cromatografia liquida de alta eficiéncia e perfil de dissolucdo de roxitromicina na forma

farmacéutica cépsulas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver e avaliar as caracteristicas de desempenho do método microbiol6gico por
difusdo em agar;

b) Desenvolver e avaliar as caracteristicas de desempenho do método por cromatografia
liquida de alta eficiéncia;

c) Comparar estatisticamente os métodos desenvolvidos;

d) Desenvolver e validar perfil de dissolucao;

e) Disponibilizar as metodologias analiticas para o farmaco.
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4 PARTE EXPERIMENTAL

Para o desenvolvimento do presente projeto, foram utilizados materiais com grau

analitico e adquiridos comercialmente junto a fornecedores devidamente certificados. Quanto

aos equipamentos, todos passam por procedimentos de manutencdo e calibracdo periodicos.

Além disso, foram empregadas vidrarias e equipamentos de medicdo devidamente calibrados.

4.1 MATERIAL

a) Acetonitrila para HPLC — Lote SHBG7762V da SIGMA-ALDRICH,;

b) Acido Cloridrico P.A — Lote 30.267 DA PRODIMOL;

¢) Agar Caseina-Soja — Lote 081814205 da KASVI;

d) Caldo Infuso de Cérebro e Coracéo - Lote 105393B da PRODIMOL;

e) Cépsula gelatinosa Azul/Branca — N 0;

f) Caépsula gelatinosa gastrorresistente DR CAPS — N 0, distribuido pela FAGRON;

g) Excipiente Padrdo 1, constituido pela mistura de Aerosil (0,5%), Lauril sulfato de
Sédio (2%), Celulose (25%) e Amido de Milho (QSP 100%);

h) Excipiente Padrdo 2, constituido pela misturra de Aerosil (0,5%), Lauril Sulfato de
Sédio (2%) Amido Glicolato (5%) Lactose (25%) e Amido de Milho (QSP 100%);

i) Excipiente Padrdo 3, constituido pela mistura de Aerosil (0,5%), Lauril Sulfato de
Sodio (2%) Croscarmelose Sédica (10%) Talco Farmacéutico (15%) e Celulose
Microcristalina (QSP 100%);

j) Excipiente Padrdo 4, constituido pela mistura de Aerosil (0,5%), Lauril Sulfato de
Sodio (2%), Amido Glicolato (5%), Talco Farmacéutico (20%) Celulose
Microcristalina (QSP 100%);

k) Matéria-prima roxitromicina Lote 14052337A da SHIXING PHARMACEUTIC —
CHINA. Val: fevereiro de 2017. Distribuido no Brasil pela FAGRON;

I) Padrdo Farmacopéia Européia de Roxitromicina - Lote R1500000 — Teor 96,70 %;

m) Roxitromicina 300 mg, capsulas, manipulado no laboratério de Tecnologia

n)

Farmacéutica da Universidade Federal de Alfenas;

Solucdo Tampéo Acetato de sédio pH 4,5, preparado diluindo-se 2,8 mL de acido
acético glacial em 1000 mL de &gua purificada (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010);
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0) Solugdo tampédo Fosfato pH 6,0, preparado misturando-se 50 mL de fosfato de
potéassio monobésico 0,2 M e 5,7 mL de hidroxido de sodio 0,2 M. QSP 200 mL de
agua purificada (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010);

p) Solucdo tampdo pH 6,8, constituida de mistura de 400 mL de solucdo fosfato de sodio
dibasico 0,235 M pH 10,3 e 600 mL HCI 0,1 mol/L pH 1,2, com pH final de 6,8;

g) Solugdo Tampédo Fosfato pH 6,8 preparada misturando-se 510 mL de Fosfato de
Potassio Monobasico 27,2 g/L e 490 mL de Fosfato de Sodio Dibéasico 71,6 g/L
(EUROPEAN PHARMACORPEIA, 2015);

r) Solugdo Tampdo Fosfato de Potéssio pH 8,1 preparada pesando-se 16,73g de fosfato
de potéssio dibasico e 0,523g de fosfato de potassio monobésico em gsp 1000mL
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.2 EQUIPAMENTOS

Foram utilizados, além de instrumentos de medicdo, 0s seguintes equipamentos:

a) Aparelho de ultrassom USC 1400 (UNIQUE);

b) Autoclave vertical Q190-24 (QUIMIS);

c) Autoclave vertical CS (PRISMATEC);

d) Balanca analitica CP225D (SARTORIUS);

e) Cromatografo a liquido série LC-10A (SHIMADZU);

f) Desintegrador de comprimidos e capsulas 301-3 (NOVA ETICA);
g) Dissolutor TDT-08 (ELECTROLAB);

h) Dissolutor G 850 (QUIMIS);

i) Espectrofotdmetro UV-1601 PC (SHIMADZU);

j) Estufa bacterioldgica Q 316M (QUIMIS);

k) Gabinete de fluxo laminar Purifier Class Il (LABCONCO);
I) Medidor de pH PA 200 (MARCONI);

m) Mesa Agitadora MA420 (MARCONI);

n) Paquimetro Digital (MARBERG);

0) Sistema de purificacdo de agua Direct Q-5 (MILLIPORE).
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4.3 METODOS

Os meétodos empregados no presente projeto foram desenvolvidos baseados na
literatura e legislacdo pertinentes, em artigos cientificos e nos compéndios oficiais. Os ensaios
foram realizados nos laboratérios do Nucleo Controle de Qualidade e no laboratério de

Tecnologia Farmacéutica, todos da Universidade Federal de Alfenas.

4.3.1 Preparo das Amostras de roxitromicina capsulas de 300 mg

Inicialmente, foram manipuladas 80 céapsulas contendo roxitromicina 300 mg no
laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal de Alfenas. Para
manipulacdo foram utilizados roxitromicina matéria-prima Lote 14052337A da SHIXING
PHARMACEUTIC — CHINA e excipiente padrdo 1, conforme descrito no item 4.1. A
Tabela 1 apresenta a composi¢do das formulacdes empregadas na manipulacdo de capsulas de
roxitromicina 300mg.

Duas amostragens deste lote, contendo dez capsulas cada um, foram analisadas quanto
a uniformidade de conteddo. As capsulas foram abertas e esvaziadas, tendo as massas das
capsulas cheia e vazia sido registradas conforme procedimento da Farmacopéia Brasileira.

Tabela 1- Composicao das FormulacGes empregadas na manipulacdo de capsulas de roxitromicina

300mg.
Formulacdo1 Formulacdo2 Formulag¢do 3 Formulagdo 4
Adjuvantes
Aerosil 0,50% 0,50% 0,50% 0,50%
Amido de Milho QSP 100% QSP 100% - -
Amido Glicolato - 5% - 5%
Cépsula Gastrorresistente
tamanho 0 - - - \4
Capsula Gelatinosa
Azul/Branca Tamanho 0 v v v -
Celulose 25% - - -
Celulose Microcristalina - - QSP 100% QSP 100%
Croscarmelose Sédica - - 10% -
Lactose - 25% - -
Lauril Sulfato de Sodio 2% 2% 2% 2%
Talco Farmacéutico - - 15% 20%

Fonte: Do autor.
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4.3.2 Ensaio Microbioldgico por Difusdo em Agar

As etapas cruciais do desenvolvimento e validacdo do ensaio microbiolégico por
difusdo em agar consistem na definicdo do microrganismo revelador, da solucdo tampé&o a ser
utilizada como solvente, da concentracdo do farmaco dissolvido na solugdo tampdo, dos
meios de cultura utilizados na recuperagdo e manutencdo do microrganismo e do sistema de

camadas de meio de cultura, que pode ser de mono ou bicamada.

4.3.2.1 Microrganismo e inoculo

Os microrganismos empregados no método microbiologico por difusdo em agar foram
fornecidos pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Sadde (INCQS), unidade da
Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz). As cepas foram recebidas em material liofilizado, tendo
sido reidratadas e cultivadas com Caldo Infuso de Cérebro e Coragdo (PRODIMOL 105393B)
por periodo de 24 horas em estufa bacterioldgica (QUIMIS Q316M) a temperatura entre 32 e
35 °C. Apos o periodo de incubacéo, através de alcada do caldo, foi realizada a inoculacdo em
tubos contendo Agar Caseina Soja (KASVI 081814205). Os tubos foram incubados por 24
horas a temperatura entre 32 e 35°C, de modo a se obter o desenvolvimento de colonias em
meio sélido. Os meios de cultura utilizados para 0 método microbiolégico foram adquiridos
comercialmente na forma desidratada, tendo sido preparados no laboratério com &gua ultra-
purificada conforme as orientacbes do fabricante. A composicdo dos meios de cultura

encontra-se detalhada na tabela 2.
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Tabela 2- Composic¢do de meios de cultura empregados no método microbioldgico por difusdo em &gar.

Caldo Infuso de Cérebro e

Coragao. Agar Caseina Soja
Ingredientes Composicao g/L
Agar - 15
Cloreto de sadio 5 5
Dextrose 2 -
Digestéo papaica de farinha de soja - 5
Fosfato dissodico 2,5 -
Infusdo de cérebro de bezerro 200 -
Infusdo de musculo cardiaco 250 -
Peptona de caseina - 15
Peptona proteose 10 -

Fonte: Do autor.

Apos a reativacao das cepas liofilizadas, coldnias foram coletadas a partir de meio sélido e
transferidas para caldo de enriquecimento Infuso de Cérebro e Coragdo. O caldo com material
das cepas foi incubado por 18 horas em estufa bacterioldgica em temperatura variando de 32 a
35 °C. O caldo obtido apds o periodo de incubacdo foi diluido em caldo ndo inoculado,
visando obter solugdo com 25 % + 2 % de transmitancia, em comprimento de onda de 580
nm, que foi analisada por espectrofotometro SHIMADZU UV-1800. Por meio de pipeta
volumétrica, aliquota de 3 mL dessa suspensdo de microrganismo foi vertida em gsp 150 mL
de Agar Caseina Soja & temperatura entre 43 °C e 46 °C, de modo a se obter a camada
inoculada com concentragédo de 2 %.

Visando a definir o microrganismo revelador e considerando o espectro de acdo dos
antibidticos macrolideos, foram testadas bactérias gram-positivas. Dessa forma, dois
integrantes do género Staphylococcus (S. epidermides — INCQS 016 e S. aureus — INCQS
013) e a espécie Microccocus luteus — INCQS 011, todos membros da familia
Microccocaceae, foram testados. Para a escolha do microrganismo revelador, uma solugéo de
roxitromicina 250 pg/mL foi preparada diluindo-se 2,5 mg de matéria-prima roxitromicina
Lote 14052337A da SHIXING PHARMACEUTIC — CHINA em solucéo tampéo fosfato de
potassio pH 8,1 estéril por meio de baldo volumétrico de 10 mL. Em seguida, executou-se
ensaio qualitativo em placas de petri preparadas conforme descrito no item 4.3.2.4, tendo sido

preparadas trés tipos de camadas inoculadas, cada uma com cepas de uma das espécies acima
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citadas conforme apresentados na tabela 3. A suscetibilidade do microrganismo Microccocus

luteus esta demonstrada na figura 3.

Figura 3- Suscetibilidade do microrganismo teste & solucgao de
roxitromicina 250 pg/mL
Fonte: Do autor.

Tabela 3- Avaliacdo de microrganismos utilizados como reveladores para 0 método microbiol6gico
por difusdo em agar.

Desenvolvimento de

Turvacdo em Caldo Crescimento
Infuso de Cérebroe  Satisfatdrio em agar Formacéo de halos de
Microrganismo Testado Coracdo Caseina Soja Inibigdo
Microccocus luteus SIM SIM SIM
Staphylococcus epidermides SIM SIM SIM
Staphylococcus aureus SIM SIM SIM

Fonte: Do autor.

Tendo os microrganismos testados respondido satisfatoriamente aos testes realizados,
optamos pelo uso de cepas de Micrococcus luteus, as quais sdo utilizadas em métodos

descritos na Farmacopeia Brasileira para outros antibioticos da classe dos macrolideos

(BRASIL, 2010).
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4.3.2.2 Preparo da solucdo padrdo de roxitromicina

Para o preparo da solugédo estoque de padréo de referéncia, inicialmente foi preparada
a solucao tampao fosfato de potassio estéril pesando-se 16,73g de fosfato de potassio dibasico
e 0,523g de fosfato de potassio monobéasico em gsp 1000mL de agua purificada por osmose
reversa por meio de baldo volumétrico. O pH foi ajustado para 8,1 com &cido fosférico 6 M.
Em seguida, foram pesados o equivalente a 10 mg do padrdo de roxitromicina SQR
(Farmacopéia Européia, Lote R1500000), que foram dissolvidos em 2 mL de metanol e
completando-se o volume com solugdo de tampé&o fosfato de potassio 0,1 M estéril pH 8,1 em
baldo volumétrico de 10 mL (1000 w/mL). As solugdes de trabalho do padrdo de referéncia
foram obtidas diluindo-se a solugdo estoque com tampao fosfato de potassio 0,1 M estéril pH

8,1, de modo a se obter as concentracdes de 3 pg/mL (S1), 6 pg/mL (S2) e 12 pg/mL (S3).

4.3.2.3 Preparo das solugBes amostra de roxitromicina

Para o preparo da solucdo estoque, dez capsulas de roxitromicina 300 mg lote 1
foram abertas e seu conteudo foi pesado. Posteriormente, o equivalente a 10 mg de
roxitromicina foram pesados e homogeneizados com 2 mL de metanol, completando-se o
volume com solucdo tampéo fosfato de potéassio 0,1 M estéril pH 8,1, em baldo volumétrico
de 10 mL de forma a obter solu¢cdo com 1000 pg/mL. As solucdes testes foram obtidas
diluindo-se a solucdo estoque com tampéao fosfato de potassio 0,1 M estéril pH 8,1, de modo a

se obter as concentracgdes de 3 pg/mL (T1), 6 pg/mL (T2) e 12 pg/mL (T3).

4.3.2.4 Execucdo do ensaio microbioldgico por difusdo em agar

Os meios de cultura, placas e cilindros utilizados foram autoclavados em temperatura
de 121 °C por tempo de 15 minutos em autoclave (QUIMIS) e todos os procedimentos foram
executados em gabinete de fluxo laminar (LABCONCO). Para o referido método, é comum
gue sejam empregadas placas de petri de 100 mm de didmetro e 20 mm de profundidade
(BREIER, 2002; DAFALE, 2014; MANFIO et al., 2013; PAIM et al., 2010; SALGADO,;
LOPES; LUCHESI, 2006; SCHIMIDT, 2009; VITAL et al., 2004). Contudo, empregamos
placas de 100 mm x 15 mm, as quais proporcionam maior facilidade de distribuicdo da

camada inoculada sobre a placa de petri, reduzindo erros de execucdo do analista. Utilizamos,
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também, papel do tipo Kraft para recobrir a parte interna da tampa da placa de Petri, visando
evitar que goticulas de condensacgdo prejudiquem o ensaio. Aplicou-se sobre as placas de Petri
uma camada de 20 mL de meio de cultura Agar Caseina Soja (KASVI 081814205) e, apds
resfriamento, aplicou-se 5 mL da camada inoculada, conforme descrita em 4.3.2.1.

Foram dispostos sobre a superficie da camada inoculada seis cilindros de aco
inoxidavel que foram esterilizados em autoclave e distribuidos de modo a formarem entre si
angulos de aproximadamente 60 °, sendo que em trés cilindros foram introduzidos 200 pL das
solucBes padrdo de roxitromicina (S1, S2 e S3) e nos demais 200 pL de solugao teste (T1, T2
e T3), dispostos conforme a figura 4.

Figura 4- Zonas de inibi¢do do crescimento causadas pela
Roxitromicina em cultura de Micrococus luteus.
Fonte: Do autor.

O periodo de incubacdo foi de 18 horas em estufa bacterioldgica na temperatura de
33 © C. Apobs o periodo de incubagdo, os diametros dos halos de inibicdo formados pelo
antibiético foram cuidadosamente medidos utilizando-se paquimetro digital (MARBERG) e
todo material utilizado foi descontaminado em autoclave a 121°C por periodo de 20 minutos.

O célculo da poténcia foi obtido por meio da equacdo de Hewitt:
Poténcia (%) = Antilog M x 100
M=Fb b=FEI

em que:

F = 1/3 [( T1+T2+ T3) — ( S1+ S2+ S3)]

| = logaritmo da razdo das doses
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E =1/4[( T3+ S3) — (T1+ S1)].
4.3.2.5 Validagio do Método Microbioldgico por Difusdo em Agar

A validacdo dos métodos de quantificacdo e do ensaio de dissolucédo foi conduzida,
por meio de estudos experimentais, através dos parametros de linearidade, intervalo, precisao,

seletividade, limite de quantificacdo, exatiddo, adequados a anélise (BRASIL, 2003).
4.3.2.5.1 Linearidade

Para construgdo da curva analitica foram realizados nove ensaios independentes em
trés dias consecutivos conforme Paim et al. (2010). Cada ensaio realizado foi constituido de
seis placas (conforme item 4.3.2.4), totalizando 54 medicGes por dose. Consideraram-se para
fins de obtencdo da curva analitica as médias dos halos de inibicdo do crescimento obtidas
pelas solucbes padrdo de referéncia (S1, S2 e S3) em funcdo do logaritimo da dose utilizada.

A linearidade foi avaliada pela regressao linear e analise dos desvios.
4.3.2.5.2 Preciséo

A precisdo do método foi determinada pela medicéo dos halos de inibicdo produzidos
pela solucdo padrdo de roxitromicina, avaliada pela repetibilidade, e expressa atraves de
desvio padrdo relativo. A repetibilidade foi avaliada realizando-se trés ensaios por dia
(Intradia) em trés dias consecutivos (Interdias), por um mesmo analista e sobre as mesmas
condigdes experimentais. A precisdo intermediaria foi avaliada pela variacdo dos resultados
obtidos durante os trés dias de analise.

4.3.2.5.3 Seletividade

A seletividade foi avaliada com base na formacao de produtos de degradacéo forcada.
Para a formacédo de produtos de degradagdo &cida, o equivalente a 10 mg de roxitromicina foi
pesado a partir do volume contido em 10 capsulas de roxitromicina 300 mg e
homogeneizados com 2 mL de metanol, completando-se o volume com HCI 0,1 M em baldo

volumétrico de 10 mL. Apds 1 hora em repouso, essa solucdo foi neutralizada com igual
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volume de NaOH 0,1 M e diluida com tampdo fosfato de potassio pH 8,1 em solucdes de
trabalho com concentracfes de 3, 6 e 12 pg/mL, respectivamente. Para a formagdo de
produtos de degradacdo basica, o equivalente a 10 mg de roxitromicina foi pesado a partir do
volume contido em 10 cépsulas de roxitromicina 300 mg e homogeneizados com 2 mL de
metanol, completando-se o volume com NaOH 0,1M em bal&o volumétrico de 10 mL. Apoés 4
horas em repouso, essa solucéo foi neutralizada com igual volume de HCI 0,1M e diluida com
tampéo fosfato de potassio pH 8,1 em solugdes de trabalho com concentracGes de 3, 6 e 12
pg/mL, respectivamente.

Uma solucéo contendo os excipientes utilizados no preparo das capsulas, diluido em
solucdo tampao fosfato de potéssio pH 8,1, com obtencéo de concentracdo de 12 pg/mL foi
analisada para avaliar a interferéncia dos excipientes. Ainda, solu¢cdo de HCI 0,1M e NaOH

0,1M 1:1 diluida em tampao fosfato de potassio pH 8,1 foi utilizada como branco.

4.3.2.5.4 Robustez

Para analise da robustez, os ensaios foram realizados, analisando-se solucdo teste,
variando-se 0s parametros tempo de incubacdo, pH da solugdo tampéo e substituicdo da

solucdo tampao por agua purificada.

4.3.2.5.5 Exatidao

Para analise da exatiddo do método microbioldgico, foi empregada a técnica de
placebo contaminado. Foram preparadas, em tampdo fosfato de potassio pH 8,1, duas
solucdes estogue na concentracdo de 1000 pg/mL, sendo uma solucdo padrdo de
roxitromicina e a outra solucdo da mistura de excipientes (placebo) utilizada na manipulacédo
das capsulas. Em seguida, a solucdo de excipientes foi diluida de modo a se obter a
concentracédo de 1,2 pg/mL. Essa solucéo foi utilizada para diluir a solugcdo estoque do padrao
de roxitromicina, de modo a se obter as concentracdes de 3, 6 e 12 pg/mL, respectivamente.
As solucdes de roxitromicina adicionadas ao placebo foram aplicadas ao método conforme
descrito e os halos de inibicdo de crescimento medidos por meio de paquimetro digital apos o
periodo de incubacdo. Os ensaios foram realizados em dois dias consecutivos, tendo sido feito

um total de 6 medi¢bes por dose em cada dia. As médias dos tamanhos dos halos foram
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aplicadas na equacéo da curva analitica e os resultados comparados a concentragdo tedrica

(dose) da solucéo.

4.3.2.5.6 Limite de Deteccéo

Para determinacdo do limite de deteccdo, foram realizadas analises de solucdes,
preparadas conforme a padronizacdo do método, em concentracdes decrescentes. Quatro
solugdes foram preparadas diluindo-se o padrdo de roxitromicina em solucdo tampéo fosfato
de potassio pH 8,1 de modo a se obter as concentra¢Ges de 0,6, 0,5, 0,4 e 0,3 pg/mL,
respectivamente. As solucbes foram aplicadas em cilindros de aco inoxidavel dispostos em
placas de Petri e contendo camadas base e inoculada, conforme descrito no item 4.3.2.4,
perfazendo um total de 12 aplicacdes por concentracdo. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica por periodo de 18 horas na temperatura de 33 +/- 2 °C.

O limite de deteccdo foi definido como a menor concentragdo capaz de gerar halos de

inibicdo do crescimento nas condicGes estabelecidas para 0 método.

4.3.3 Método Cromatografico

Considerando-se 0 espectro de absorcdo na regido do ultravioleta/visivel da
roxitromicina, com maxima absorcdo em comprimento de onda de 205 nm, mostrou-se
imperioso desenvolver o método de quantificacdo deste farmaco para a forma
farmacéutica capsulas utilizando-se de método cromatografico. Uma vez que as técnicas
empregadas em cromatografia propiciam a separacao do analito dos demais componentes
da amostra, os inconvenientes oriundos da absor¢cdo em um comprimento de onda pouco

seletivo e de baixa estabilidade restam contornados.

4.3.3.1 Condigdes Experimentais

Inicialmente, 10 mg de roxitromicina padrdo primario foram dissolvidos, com uso de
baldo volumétrico de 10 mL, em 2 mL de metanol, completando-se o volume com solucéo
tampdo pH 6,8. Posteriormente, 1,5 mL desta solucdo foi novamente diluida em solucdo

tampdo pH 6,8 por meio de baldo volumétrico de 10 mL. Esta solucdo foi analisada em
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espectrofotdmetro uv/vis para verificar o comprimento de onda de méxima absorcdo do
farmaco através de varredura espectral.

Posteriormente, estudos para estabelecer as condicdes de adequabilidade do sistema
por cromatografia liquida de alta eficiéncia foram realizados empregando coluna PROMOSIL
C18 4,6 x 150 mm da AGELA TECHNOLOGIES, vazédo de 1 mL/min, volume de injecdo de
20 pL, temperatura do forno de 25°C e detector ultravioleta/visivel. A composicdo da fase
movel foi definida como uma mistura de acetonitrila (LIChrosulu — MERCK 1770730517) e
tampédo fosfato de amonio (49,19 de fosfato de amonio monobéasico em 1000 mL de &gua
purificada, ajustando-se para pH 5,3 com NaOH 2 M) , tendo sido otimizada para a proporcao
de 35:65 v/v, baseando-se no tempo de retencdo do pico cromatogréafico. O pH final da fase
movel foi ajustado para 6,0 com solucdo de NaOH 2M. Em seguida, a fase maével foi filtrada

por filtracdo a vacuo com membrana de nitrocelulose.

4.3.3.2 Preparo das SolugGes Padrao de roxitromicina

Para o preparo da solucdo estoque na concentracdo de 1000 pg/mL, foram pesados,
exatamente, 10 mg do padrédo de roxitromicina SQR (Farmacopéia Européia Lote R1500000)
e diluidos em baldo volumétrico de 10 mL em solucdo tampédo pH 6,8 constituido de HCI e
Fosfato de Sodio. As solugdes de trabalho do padrédo de referéncia foram obtidas diluindo-se a
solugdo estoque, por meio de pipeta automatica de volume ajustavel e de baldes volumétricos,
em fase mdvel, de modo a obter solu¢des com concentra¢des de 30, 70, 90, 130 e 180 pg/mL,

respectivamente.

4.3.3.3 Preparo da solucdo amostra de roxitromicina

Para o preparo da solucdo estoque teste foram pesados, exatamente, 10 mg de
roxitromicina a partir da roxitrommicina capsulas 300 mg e dissolvidos em solucdo tampao
pH 6,8 constituido de HCI e Fosfato de Sodio em baldo volumétrico de 10 mL para obtencao
de solucdo com concentracdo de 1000 pg/mL. As solucdes testes foram obtidas diluindo-se a
solucdo estoque com fase movel, de modo a se obter a concentragdo de trabalho de 100

pg/mL.
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4.3.3.4 Validagdo do Método Cromatogréafico

A validacdo do método cromatogréfico seguiu a normatizagdo da RDC 899/2003,
tendo sido avaliados os parametros Linearidade, Seletividade, Precisdo, Exatiddo, Robustez e
Limites de Deteccdo e Quantificacdo. Ainda, foram realizados testes de estabilidade, os quais

foram avaliados por meio do método cromatogréfico desenvolvido.

4.3.3.4.1 Linearidade

Para construcdo da curva analitica, foram preparadas soluc@es nas concentragdes de 30,
70, 90, 130 e 180 pg/mL, respectivamente, conforme item 4.3.3.2, em triplicata. As analises
foram realizadas em trés dias consecutivos. A curva analitica foi determinada através da
equacdo y = ax + b, em que a corresponde ao coeficiente de correlacéo linear, e b corresponde
a interseccdo da reta no eixo y. O coeficiente de correlacdo (r) foi determinado a partir do

ajuste dos dados a reta.

4.3.3.4.2 Precisao

A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade, e expressa através de desvio
padrdo relativo. A repetibilidade foi avaliada por meio das areas dos picos cromatograficos
obtidas pela analise de solu¢des nas concentracbes de 30, 70, 90, 130 e 180 pg/mL,
respectivamente, preparadas conforme item 4.3.3.2, realizando-se trés ensaios por dia
(Intradia) em trés dias consecutivos (Interdias), por um mesmo analista e sobre as mesmas

condigBes experimentais.

4.3.3.4.3 Seletividade

A seletividade foi avaliada com base na formacédo de produtos de degradagéo forcada.
Para a formacédo de produtos de degradacdo &cida, 1,5 mL da solucdo estoque de amostra de
roxitromicina foi diluida em HCI 0,1 mol/L por meio de baldo volumétrico de 10 mL. Apos
uma hora, a solucdo foi neutralizada com tampdo pH 6,8 e analisada nas condicdes
estabelecidas.
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Foram analisados, ainda, uma solucdo de excipientes (placebo) na concentracdo de
100 pg/mL, preparada pesando-se 10 mg de placebo e transferindo para baldo volumétrico de
10 mL, completando-se o volume com tampéo fosfato pH 6,8. Em seguida, aliquota de 1 mL
dessa solucdo foi transferida para baldo volumétrico de 10 mL e diluida em fase mdvel.
Solucgdo constituida de 1 mL de solucdo tampao fosfato pH 6,8 e gqsp 10 mL de fase movel,

também, foi analisada para averiguacdo da interferéncia do solvente.

4.3.3.4.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada obtendo-se as areas dos picos cromatogréficos de
trés concentracdes distintas das solugdes testes nas concentracbes 30, 90 e 180 pg/mL,
respectivamente. Cada concentracao foi analisada em triplicata e o procedimento executado
em trés dias consecutivos. As areas obtidas nos picos cromatogréaficos foram aplicadas na
equacdo da curva analitica e os resultados comparados a concentracao teorica da solucao.

4.3.3.4.5 Robustez

Para analise da robustez, os ensaios foram realizados analisando-se a solugdo teste
conforme descrito no item 4.3.3.3, variando-se os parametros pH da fase mével, comprimento

de onda, lote da coluna cromatogréafica e temperatura do forno.

4.3.3.4.6 Limites de Detec¢do (LD) e Quantificacédo (LQ)

O LD e LQ foram determinados experimentalmente a partir da analise de solucdes
padrdo de roxitromicina com concentracdes decrescentes. O limite de deteccdo foi
determinado como as menores quantidades detectadas nas condi¢des cromatograficas
estabelecidas, e 0 LQ determinado como a menor concentracdo determinada com precisao e

exatiddo.
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4.3.3.4.7 Estabilidade

As estabilidades das solucbes de padrédo e teste foram determinadas apds 72 horas.
Para isso, as solucdes foram mantidas em repouso sob a bancada, sem qualquer protecao e

expostas a luz e posteriormente analisadas nas condi¢fes cromatogréficas estabelecidas.

4.3.4 Doseamento

As metodologias validadas para os ensaios microbioldgico e fisico-quimico foram
aplicadas na determinacdo de teor do farmaco na forma farmacéutica capsula contendo
roxitromicina 300 mg. Foram utilizados roxitromicina SQR e roxitromicinia 300 mg
capsulas. O doseamento pelo método cromatografico foi realizado em duplicata em dois
dias consecutivos, empregando-se dois lotes diferentes da coluna cromatogréafica
PROMOSIL C18 4,6 x 150 mm da AGELA TECHNOLOGIES, sendo que cada analise foi
constituida de 3 corridas do padrdo e 5 corridas da amostra, sendo o teor obtido por meio

das areas dos picos cromatograficos através da formula:

MEDIA DAS AREAS DA AMOSTRA * 100
MEDIA DAS AREAS DO PADRAO

O doseamento pelo método microbioldgico foi realizado em triplicata em trés dias
consecutivos, comparando-se as médias dos halos das solugdes padrdo e teste por meio

da equacdo de Hewitt.

4.3.5 Perfil de Dissolucéo

O perfil de Dissolucdo foi desenvolvido, tendo sido precedido pelo estudo de
solubilidade em equilibrio, conforme determina a legislacdo vigente (BRASIL, 2011).
Diferentes formulagGes contendo roxitromicina 300mg foram testadas em diferentes

meios de dissolucdo e, também, em diferentes aparatos.
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4.3.5.1 Preparo da Solugédo Padréo de Roxitromicina.

Para o preparo da solucdo estoque na concentracdo de 1000 pg/mL, foram pesados,
exatamente, 10 mg do padrédo de roxitromicina SQR (Farmacopéia Européia Lote R1500000)
e diluidos em baldo volumétrico de 10 mL no meio de dissolucdo. As solucdes de trabalho do
padrdo de referéncia foram obtidas diluindo-se a solugdo estoque, por meio de pipeta
automatica de volume ajustavel e de balGes volumétricos, em solucdo tampdo, de modo a

obter solugdes com concentragdes de 166,7 pg/mL.

4.3.5.2 Estudo de Solubilidade em Equilibrio.

O teste de solubilidade para roxitromicina foi realizado pelo método de
equilibrio, empregando a técnica shake-flask. Para realizacdo deste ensaio, foi utilizada
roxitromicina lote 14052337A da SHIXING PHARMACEUTIC — CHINA. Um excesso de
solido foi adicionado a 10 mL dos meios testados, até a formacdo de corpo de fundo. Os
béquers contendo os meios foram submetidos a agitacdo de 150 RPM por 24 horas em mesa
agitadora (MARCONI). O estudo foi realizado em triplicata em cada meio. Foram feitas
coletas em periodos de 12 e 24 horas de agitacdo e o material coletado foi filtrado em filtro
PTFE 0, 45um, diluidas em fase mével e quantificadas por meio do método cromatografico
validado. Os meios testados no estudo de solubilidade em equilibrio foram agua, acido
cloridrico 0,1M pHL1,2, tampdo acetato pH 4,5, tampédo fosfato pH 6,0 e tampéo fosfato pH
6,8, respectivamente.

4.3.5.3 Desenvolvimento do Perfil de Dissolucéo.

O perfil de dissolugéo foi realizado em Dissolutor TDT-08] (ELECTROLAB). Os
volumes dos meios de dissolugdo empregados na etapa de desenvolvimento foram definidos
com base no teste de solubilidade em equilibrio de modo a se obter em todos os meios as
condic@es sink. Foram preparados quatro lotes de capsulas de roxitromicina 300 mg, cada lote
preparado com um tipo diferente de excipiente. Os quatro lotes foram testados nos diferentes
meios de dissolucdo visando serem analisados problemas de formulacdo. Os meios
empregados durante a etapa de desenvolvimento e seus respectivos volumes estdo descritos na
tabela 4.
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Tabela 4- Volumes de meios de dissolucdo testados para avaliagdo do perfil de dissolucdo para
roxitromicina capsula 300mg.

Meio de Dissolucéo .
Volume de Meio

(mL)
Agua Purificada 1000
Tampao Fosfato pH 6,0 - Farmacopéia Brasileira 52 edicao. 900
Tampao Fosfato pH 6,0 diluido 1:10 900
Tampao Fosfato pH 6,0 diluido 1:100 (pH final 6,8) 900
Tampao Fosfato pH 6,8 - Farmacopéia Européia 8.0 900
Tampao Fosfato pH 6,8 - HCl 0,1M mais Fosfato de Potassio Dibasico 900

Fonte: Do autor.

Para definicdo dos parametros do perfil de dissolucdo, capsulas de roxitromicina
300 mg da Formulagéo 2 foram introduzidas nas cubas do dissolutor e analisadas nas rota¢oes
de 100, 75 e 50 RPM, respectivamente, e com o0s aparatos P4 e Cesta. Foram utilizados
sinkers, visando a evitar a flutuacdo das capsulas. Em cada cuba do dissolutor, foram
coletados 10 mL do meio de dissolucdo nos tempos de 15, 30 e 45 minutos, respectivamente,
com reposi¢gdo do meio. O volume coletado foi filtrado em filtro tipo PTFE 0,45um. Em
seguida, aliquota de 5 mL do filtrado foi misturado em fase modvel na proporcédo 1:1 e
analisado por meio do método cromatografico. Cada combinacdo rotacdo/aparato foi
analisada em duplicata. A temperatura do aparelho dissolutor foi estabelecida em 37,5 °C.

As éareas dos picos cromatograficos obtidas foram usadas como parametro para
definicdo da rotacdo e do aparato a ser empregado no método.

4.3.5.4 Validacdo do Perfil de Dissolucéo

O perfil de dissolugédo foi validado com base nos parametros seletividade, precisao,
exatiddo e robustez. Os parametros linearidade e limite de deteccdo e quantificacdo foram
validados durante a validacdo do método cromatografico de quantificacdo. Para os ensaios de

validagéo, foi utilizada a formulacéo 2.
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4.3.5.4.1 Seletividade

Para avaliacdo da seletividade, a solucdo tampao empregada no perfil de dissolucdo,
foi analisada, através de varias injecdes no sistema cromatografico. Da mesma maneira, foram
analisadas amostras de placebo e de cépsulas vazias dissolvidas em solugdo tampéo,

submetendo-as as condigdes do ensaio de dissolucao.

4.3.5.4.2 Precisao

As analises foram realizadas em trés dias consecutivos. A precisdo foi determinada
pela dissolucdo de seis capsulas (n = 6) em 30 minutos em rotacdo de 100 RPM utilizando-se
0 aparato pa. Apos o tempo preconizado, foram coletados 10 mL do meio de dissolucdo. O
volume coletado foi filtrado em filtro tipo PTFE 0,45um. Em seguida, aliquota de 5 mL do
filtrado foi diluida em fase movel na propor¢do 1:1 e analisada por meio do método

cromatografico. As concentracdes foram obtidas através da equacao:

AREA DA AMOSTRA * 100
MEDIA DAS AREAS DO PADRAO

A variacdo das medidas foi analisada através do desvio padrdo relativo (DPR) no

ensaio de dissolucdo das capsulas.

4.3.5.4.3 Robustez

A robustez do ensaio de dissolucéo foi realizada substituindo-se o aparelho dissolutor
empregado e a marca dos filtros utilizada. Os resultados obtidos com as alteracGes

empregadas foram comparados aqueles obtidos durante a etapa de preciséo.

4.3.5.4.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada através de ensaio de recuperagdo. Roxitromicina
matéria-prima, nas quantidades de 20, 100 e 120 %, respectivamente, da dose unitaria teorica,
foram adicionadas nas quantidades proporcionais de placebo das capsulas (formulagéo 2). As

misturas de placebo e roxitromicina foram adicionadas as cubas do dissolutor contendo
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900 mL de meio de dissolugdo e submetidas as condi¢cdes padronizadas para 0 ensaio por
tempo de 30 minutos. Aliquotas de 10 mL foram coletadas das cubas do dissolutor e filtradas
em filtro tipo PTFE 0,45um. Em seguida, aliquota de 5 mL do filtrado foi diluido em fase
movel na proporc¢ado 1:1 e quantificados por CLAE.

Cada concentracgéo foi analisada em triplicata em dois dias consecutivos.

4.3.6 Estudo de Desintegracdo de Capsula Gastrorresistente

Considerando-se a intensa degradacao do farmaco roxitromicina em meio acido, foram
realizados testes envolvendo cépsulas gastrorresistentes. O revestimento € uma técnica usada
para garantir que as capsulas resistam, sem alteracdo, a acdo do suco gastrico, devendo,
porém, desagregar-se rapidamente no suco intestinal. O revestimento consiste em envolver a
capsula com filme de material gastrorresistente de natureza geralmente polimérica
(OLIVEIRA et al., 2016).

Foram realizados ensaios no aparelno DESINTEGRADOR (NOVA ETICA). O
volume da cuba do desintegrador foi preenchido com 500 mL de acido cloridrico 0,1 mol/L,
estando o banho a 37 °C. Em seguida, trés capsulas da formulacdo 4, a qual foi manipulada
com o uso de cépsula gastrorresistente, foram submetidas ao equipamento. O tempo
necessario para abertura da capsula foi observado.

Da mesma maneira, foi analisado o comportamento das capsulas em meio neutro. Para
tanto, a cuba do desintegrador foi preenchida com tampédo pH 6,8 constituido de HCI e
Fosfato de Sddio. Em seguida, trés cépsulas de roxitromicina (formulacdo 4) foram
submetidas ao ensaio no equipamento. O tempo necessario para abertura da capsula em meio
neutro também foi observado.

Foi realizada, ainda, no aparelho dissolutor, uma etapa acida. Utilizando-se a
formulagdo 4, seis capsulas de roxitromicina foram submetidas ao aparelho dissolutor,
utilizando-se como meio de dissolugdo 500 mL de acido cloridrico 0,1 mol/L, aparato pa,
rotacdo de 100 RPM e temperatura do banho de 37 °C. Ap6s 30 minutos de ensaio, 10 mL do
conteddo da cuba foram coletados e filtrados por meio de filtro PTFE 0,45um. Em seguida,
aliquota de 5 mL do volume filtrado foi dissolvida em tampé&o fosfato de sodio dibasico pH

10,3 na proporgdo 1:1 e analisada pelo método cromatogréafico, previamente validado.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos pela execucdo dos ensaios analiticos foram tratados em
softwares adequados, os quais sejam editores de planilhas ou especializados em estatistica,

que permitiram a organizacao dos dados e a correta interpretacdo dos eventos observados.

5.1 DETERMINACAO DA VARIACAO DE PESO

A Tabela 5 apresenta os valores correspondentes a variagdo de peso das cdpsulas de
roxitromcina 300mg para a formulacdo 1. Conforme apresentado, a média dos valores e 0
desvio padrdo relativo DRP correspondente a 0,74 %, estdo em conformidade com o
preconizado na Farmacopéia Brassileira 5% edicdo, que estipula um limite de variacdo maximo

de 7,5% para capsulas com pesagem superior a 300mg.
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Tabela 5- Valores obtidos na variacdo de peso das capsulas de roxitromcina 300mg da formulagéo 1.

Capsula Cheia DPR Capsula Vazia DPR Volume Encapsulado DPR

(g) (%) (g) (%) (g) (%)
0,74549 0,12933 0,61616
0,74795 0,12803 0,61992
0,74543 0,12440 0,62103
Aliquota 1 0,75204 0,12546 0,62658
0,75186 0,12372 0,62814
0,74352 0,12456 0,61896
0,74970 0,12561 0,62409
0,75070 0,12712 0,62358
0,75366 0,12610 0,62756

0,74543 0,47 0,12440 1,43 0,62103 0,64
0,75337 0,12641 0,62696
0,75661 0,12685 0,62976
0,75306 0,12165 0,63141
0,74383 0,12346 0,62037
Aliquota 2 0,74860 0,12562 0,62298
0,74388 0,12272 0,62116
0,74105 0,12833 0,61272
0,75091 0,12993 0,62098
0,74684 0,12615 0,62069

0,75100 0,66 0,12723 2,04 0,62377 0,86

DPR (%) Inter-dias 0,74

Fonte: Do autor

5.2 ENSAIO MICROBIOLOGICO POR DIFUSAO EM AGAR

O microrganismo Micrococus Luteus mostrou-se adequado ao desenvolvimento do
método uma vez que apresentou crescimento nos meios de cultura utilizados (Agar Caseina
Soja e Infuso de Cérebro e Coracdo) bem como por ser susceptivel ao antibidtico
roxitromicina, formando halos de inibicdo de crescimento bem definidos dentro da faixa de
concentragdo proposta para 0 método.

Destaca-se, também, que os volumes de meio de cultura utilizados nas camadas base
(20 mL) e inoculada (5mL) mostraram-se muito adequados ao método desenvolvido em

placas de tamanho 15 mm x 100 mm, uma vez que a relacdo entre os referidos volumes e as
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placas de petri utilizadas facilita a execu¢do do método e evita ma distribuicdo dos meios de
cultura na placa por erro do analista.

5.2.1 Linearidade

Os valores das médias dos didmetros dos halos de inibigdo do crescimento bacteriano
obtidos, em cada ensaio, durante avaliacdo da linearidade do método, para as solucdes em
diferentes concentracdes de roxitromicina solucéo padrao estdo apresentados na Tabela 6.

A curva analitica foi obtida plotando-se o logaritmo da concentracdo (pg/mL) versus a
média dos didmetros dos halos (mm). As correspondentes zonas de inibicdo foram de
18,2lmm (DPR = 1,85%), 1525mm (DPR = 2,49%) e 11,68mm (DPR= 0,77%),
respectivamente, para as concentracdes de 12, 6 e 3 pg/mL, respectivamente. A equacao da
reta obtida foi y= 10,846x + 6,6068, sendo x o logaritmo da concentracdo e y o didametro dos

halos de inibig&o, conforme figura 5.

Tabela 6- Valores de médias obtidos, dos didmetros dos halos de inibicdo, para o método
microbiol6gico para roxitromicina solucdo padrao.

Diametro dos Halos de Inibicdo (mm)?

S1 DPR S2 DPR S3 DPR

11,66 14,86 18,26

Dia 1 11,78 0,98% 1491 089% 17,9  1,08%
11,89 14,66 18,21

Diametro médio (Intradia)” 11,78 14,81 18,12
11,46 15,22 17,8

Dia 2 11,75 125% 1585 2,07% 1805  0,70%
11,59 15,43 17,91

Di&metro médio (Intradia)” 11,6 15,5 17,92
10,82 15,08 18,47

Dia 3 12,02 6,26% 158 234% 1866  0,52%
12,14 15,41 18,6

Diametro médio (Intradia)” 11,66 15,43 18,58

Diametro Médio (Interdias) 11,68 15,25 18,21

DPR° (Interdias) 0,77% 2,49% 1,85%

“média de seis determinagdes
® média de 18 determinagdes
¢ desvio padrao relativo.
Fonte: Do autor.
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Figura 5- Curva analitica do método microbiol6gico por difusdo em &gar para roxitromicina.
Fonte: Do autor

O método apresentou boa linearidade dentro da faixa de concentracdo analisada. O
coeficiente de correlacdo (r = 0,9985) demonstra haver correlacdo entre as concentracoes lidas

e as medidas dos halos de inibi¢do de crescimento do microrganismo.

5.2.2 Preciséo

A precisdo do método foi demonstrada por meio do célculo da poténcia da forma
farmacéutica cépsula contendo roxitromicina 300 mg. Os valores estdo representados na
Tabela 7.

Tabela 7- Valores de precisdo intra e interdias do método microbioldgico por difusdo em agar para
forma farmacéutica capsula contendo roxitromicina.

Ensaio Dia Poténcia*(%) DPR (%)

1 92,87
2 1 90,18 1,99
3 89,43
4 89,90
5 2 92,00 1,91
6 93,38
7 92,25
8 3 90,79 0,99
9 90,59

Interdias 91,26 1,53

*Média de 6 determinacdes
Fonte: Do autor.
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Os resultados obtidos demonstram valores de DPR inferiores a 2 %, tanto nos ensaios
intradia quanto interdias, indicando boa preciséo.

A precisdo do método, por meio dos halos de inibicdo de crescimento, com 0s
respectivos desvios padrdo relativos dos resultados dos ensaios intra e interdias estdo

apresentados, também, na Tabela 6.

5.2.3 Seletividade

A seletividade foi avaliada através de produtos de degradacdo forgada para solucéo
teste de roxitromicina. A seletividade também foi avaliada quanto apresentar resposta aos
excipientes utilizados na manipulacdo das capsulas e utilizacdo de solu¢do tampédo nas

diluicdes.

Tabela 8: Avaliacdo da seletividade do método microbiolégico por difusdo em agar
para roxitromicina.

Condigdes Analisadas Esperado Observado
Auséncia de zonas de Auséncia de zonas de
Analise de Excipientes inibicdo inibicdo
Exposicao a HCI 0,1 M, durante 1h Perda de Poténcia Poténcia de 38,4%
Exposicdo a NaOH 0,1 M, durante 4h Perda de Poténcia Poténcia de 80,8%
Auséncia de Zonas Auséncia de Zonas de
Analise de Solucdo tampéo de Inibicéo. Inibicao.

Fonte: Do autor.

O método demonstrou ndo sofrer interferéncias dos excipientes utilizados na
formulacdo das cépsulas e da solucdo tampdo. A degradacdo, sob as condi¢des acidas,
demonstrou perda de poténcia de 52,86 % quando comparada a poténcia obtida na precisdo do
método. A degradacdo, sob as condicdes basicas, demonstrou perda de poténcia de 10,46 %

qguando comparada a poténcia obtida na precisdo do método.

5.2.4 Robustez

A robustez foi avaliada através de alteragdes no tempo de incubagdo, pH da solugédo
tampéo e substituicdo da solucdo tampéo por agua purificada. Na execucdo do procedimento,
sob os parametros alterados, os valores obtidos ndo apresentaram diferenca significativa e o
desvio padrdo relativo foi de 1,09 %, comprovando a robustez do método proposto, conforme

demonstrado na Tabela 9.
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Tabela 9- Valores obtidos para avaliacdo da robustez do método microbiolégico por difusdo em agar
para roxitromicina.

Condicoes Poténcia (%) DPR (%)
Condicdes Estabelecidas © 91,26
Agua como Solucéo Tampao® 91,00
24 horas de incubacéo® 92,61 1,09
pH da Solucdo Tampéo 7,9 91,06
pH da Solucdo Tampdo 8,3 89,81

(a média de nove ensaios).
(b média de dois ensaios).
Fonte: Do autor.

5.2.5 Exatidao

Para avaliacdo da exatiddo, empregamos a técnica do placebo contaminado. As
médias dos halos de inibicdo obtidas foram aplicadas na equagdo da curva analitica e a

percentagem de recuperacdo foi calculada por meio da equacéo:
CONCENTRAGAO EXPERIMENTAL *100

CONCENTRACAO TEORICA

Os ensaios foram realizados em dois dias consecutivos, tendo sido feito um total de 6
medicdes por dose em cada dia. A tabela 10 apresenta os valores obtidos na determinacdo da

exatidao.
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Tabela 10- Valores obtidos na determinacdo de exatiddo do método microbioldgico por

difusdo em &gar.

Dial

Dia 2

Concentracdo Halo de Inibicio DPR  Recuperagdo

Halo de Inibicéo

DPR Recuperacgéo

(Mg/mL) (mm) (%)  Média (%) (mm) (%)  Média (%)

11,58 11,38
11,49 12,09

3 11,60 1,49 98,21 11,56 3,48 100,93
11,95 11,39
11,71 12,19
11,85 12,26
14,32 14,78
15,08 14,77

6 15,41 2,83 101,32 15,45 1,87 100,53
15,55 15,02
15,20 15,06
15,09 15,35
18,27 18,38
17,01 18,54

12 18,09 1,68 99,12 18,40 1,01 100,07
18,73 18,14
18,53 18,04
18,09 18,39

Fonte: Do autor.

Os resultados observados aplicando-se as médias dos tamanhos dos halos na equacao

da curva analitica sdo todos proximos a 100 % demonstrando que o método apresenta boa

exatidao.

5.2.6 Limite de Deteccéao

O limite de deteccdo foi estabelecido pela anélise de solugbes do antibitico em

concentracdes decrescentes. Os resultados obtidos estdo listados na tabela 11.



Tabela 11- Valores obtidos na determinagdo do limite de detec¢do do método microbioldgico por
difusdo em &gar para roxitromicina.

Auséncia de Zonas de
Concentracio zonas de Discreta Inibicao Total de
pg/mL inibicao Inibicao Mensuraveis Aplicagoes
0,3 12 Nao Houve Nao Houve 12
04 12 Nao Houve Nao Houve 12
0,5 9 3 Nao Houve 12
0,6 Nao Houve 2 10 12

Fonte: Do autor.
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Definiu-se, assim, a concentracdo de 0,5 pg/mL como sendo o limite de deteccdo do

método microbioldgico por difusdo em agar.

5.3 METODO CROMATOGRAFICO

A figura 6 apresenta a varredura espectral da solucdo de roxitromicina, utilizando

solucdo tampédo pH 6,8 como solvente, confirmando experimentalmente o comprimento de

onda de maxima absorcdo, em 205 nm, conforme relatado na monografia para roxitromicina

matéria-prima na Farmacopéia Européia 8.0.

Figura 6- Varredura espectral para roxitromicina em tampéo fosfato pH 6,8.
Fonte: Do autor
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A figura 7 apresenta o perfil cromatografico para roxitromicina utilizando fase movel
constituida por acetonitrila — tampéo fosfato de amonio nas proporgdes 4:6 (1) e 35:65 (2).
Os parametros de pratos teoricos (3409,08 - 5297,23), de assimetria (1,20 — 1,29), fator de
retencdo (1,3 — 3,68), atendem aos valores de referéncia (NUmero de pratos da coluna: N >

2000, Resolugéo: > 2, Fator de cauda ou assimetria: <2, Fator de retengéo: k > 2).

Time: 25,0078 Mnutes - Amplitude: - miblts

Detecto- A (205nm) Detector 4 (205nm)
wm— ROXitroicing Roxitromicina e Roxitromicina
350 Teste 6.3 padrao.dat Teste 6.8.dat Farmaco phé.dat

Name Name

Retenticn Time Retention Time
5 Area Area
Asymmetgy Asymmetry

300

275

250
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200

242532000
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Roxitromicina 2,554 922400 1,20

mbits

150

126

Roxitromicina 5,192 967387 1,29

100

%

50

5

25

50

Figura 7- Valores de tempos de retencdo para roxitromicina utilizando fase mével constituida por
acetonitrila — tampé&o fosfato de amonio nas proporcdes 4:6 (1) e 35:65 (2)
Fonte: Do autor

5.3.1 Linearidade

Para avaliacdo da linearidade foram preparadas solugOes de padrdo de roxitromicina
nas concentragdes de 30, 70, 90, 130 e 180 pg/mL, respectivamente. Os valores obtidos das
areas dos picos cromatograficos em fungdo da concentracdo das solu¢Bes de roxitromicina

encontram-se representados na tabela 12.
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A curva analitica (figura 8) foi obtida plotando-se a concentracdo das soluges
(ng/mL) versus areas dos picos cromatogréaficos. Foram realizadas nove medicBGes por
concentracdo da solucdo de roxitromicina em trés dias consecutivos. Foram analisadas as
concentracdes de 30 (DPR = 1,07 %), 70 (DPR = 0,66 %), 90 (DPR = 0,69 %), 130 (DPR =1
%) e 180 pg/mL (DPR = 0,73 %), respectivamente. A equacéo da reta obtida foi y= 6110,2x
+ 11098, sendo x a concentragdo da solucéo e y a area do pico cromatografico.

1200000

v =6110,2x+11098
-

1000000 R? =0,9991

800000 /

600000

400000 /

200000 /

0 . . ;
0 50 100 150

Areado Pico Cromatografico

Concentragdo da Solugdo (pg/mL)

Figura 8- Curva analitica obtida para 0 método cromatografico para roxitromicina, utilizando fase
movel constituida por acetonitrila — tampao fosfato de aménio nas proporgdes 35:65.
Fonte: do autor.

O método demonstrou boa linearidade dentro da faixa de concentragdo analisada. O
coeficiente de correlacdo (r = 0,9995) apresenta boa correlacdo entre as concentracdes lidas e

as areas de pico.

5.3.2 Precisao

A precisdao do método foi demonstrada por meio da repetibilidade, e expressa através
do desvio padréo relativo (DPR). Os resultados obtidos para 0 ensaio de precisdo estdo
apresentados na Tabela 12.

Os resultados obtidos demonstram valores de DPR inferiores a 2%, tanto nos ensaios

intradia quanto interdias, indicando boa precisao.
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Tabela 12- Valores obtidos na precisdo do método cromatogréafico para roxitromicina capsula 300mg.

Dia 1 Dia 2 Dia 3
DPR
Concentracdo Areado DPR Areado DPR Areado DPR interdias
(ug/mL) Pico (%) Pico (%) Pico (%) (%)
176885 176957 176499
30 178271 1,08% 177405 1,19% 176471 1,26%
174508 173564 172654 1,07%
436519 434642 433192
70 439153 0,36% 434872 0,03% 432140 0,26%
439369 434748 430928 0,66%
557353 553123 550851
90 561606 0,48% 552641 0,05% 549765 0,15%
556693 552640 551339 0,69%
796816 787356 785886
130 798152 1,28% 786660 0,27% 786584 1,03%
780021 783396 772331 1,00%
1075907 1064065 1064080
180 1078257 0,19% 1063941 0,82% 1062830 0,06%
1080069 1079275 1063814 0,73%

Fonte: Do autor.

5.3.3 Seletividade

A seletividade foi demonstrada por meio da formacao de produtos de degradacéo acida
da roxitromicina. O farmaco mostrou-se altamente instavel em pH &cido, formando produto
de degradacdo com menor tempo de retencdo que a molécula original. A figura 9 apresenta o
cromatograma correspondente a seletividade do método.
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Figura 9- Cromatograma de roxitromicina e seu produto de degradacao &cida.
Fonte: Do autor

Considerando a coluna cromatografica utilizada (PROMOSIL C18 - 5uM x 115mm), de
carater apolar, e 0 tempo de retencdo obtido, observa-se a formacdo de um produto de
degradacdo mais polar que a molécula original. Da mesma maneira, OSTROWSKI (2010),
utilizando coluna cromatogréfica (C18) e fase mdvel semelhante a utilizada neste projeto,
encontrou um produto de degradacdo de roxitromicina com tempo de retencdo reduzido em
relacdo ao do padrao.

Desta forma, sugerimos que a instabilidade em meio &cido da roxitromicina, que foi
acentuadamente assinalada pelos métodos microbiolégico e cromatografico desenvolvidos,
ocorra pela hidrélise acida das ligacdes glicosidicas, bem como pela hidrolise acida do éster
ciclico presente no anel de lactona de 14 4&tomos.

Analisamos, ainda, os cromatogramas obtidos por meio da injecdo de solucéo
100 pg/mL de excipientes e os obtidos por meio da injecdo de solugdo tampéao pH 6,8 e fase
moével, com tempo de corrida de 20 minutos. As analises foram realizadas em duplicata.
Observou-se que a linha de base permaneceu inalterada durante o tempo de corrida, ndo tendo
sido observados picos cromatograficos gerados pelas soluc@es injetadas, demonstrando que 0s
excipientes e a solucdo tampdo nédo interferem nas areas dos picos cromatograficos do analito

em estudo, conforme apresentado na figura 10.
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Figura 10- Cromatograma da solucéo de excipientes (a) e da solugdo 1:10 de tampéo pH 6,8 e fase

movel (b).
Fonte: Do autor

5.3.4 Exatidao

A exatidao foi demonstrada por meio da aplicacdo das areas dos picos obtidas na

equacdo da curva analitica. Os dados obtidos estdo demonstrados na tabela 13.

Tabela 13 - Valores obtidos na exatiddo do método cromatografico para roxitromicina.

Dia 2 Dia 3
Concentracdo Areado Recuperacdo Areado Recuperacio Areado Recuperacio
(ug/mL) Pico (%) Pico (%) Pico (%0)
189380 100,58 186617 99,02 189946 100,90
30 190446 101,18 190056 100,96 190074 100,97
190180 101,03 189530 100,66 189263 100,51
551066 101,54 551319 101,59 549629 101,27
90 552114 101,74 551524 101,63 550088 101,36
551916 101,70 551150 101,56 548413 101,04
106719
1079388 100,45 1074893 100,02 8 99,30
106776
180 1080069 100,51 1079275 100,44 2 99,35
106753
1076229 100,15 1076220 100,15 5 99,33

Fonte: Do autor.
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Os valores de recuperacdo entre 99,3 e 101,36 %, demonstram proximidades as

concentrages teoricas.

5.3.5 Robustez

A robustez do método foi analisada por meio de aplicacdo dos ensaios com variagdes

das condic0es estabelecidas. Os resultados estdo demonstrados na tabela 14.

Tabela 14 - Valores obtidos na determinacdo de robustez do método cromatografico para
roxitromicina.

Teor (%)
Condicoes Ensaio 1 Ensaio 2

Condic0es Estabelecidas 93,93 93,98
Vazéo de 1,1 mL por minuto 93,96 93,26
Comprimento de onda de 206 nm 94,2 94,11
Comprimento de onda de 204 nm 93,67 94,32
Temperatura do forno de 26° C 94,1 94,18
Vazdao de 0,9mL por minuto 95,37 95,72
pH da fase mdvel de 5,8 93,7 93,51
Substituicdo da Coluna

Cromatogréfica 94,1 94,38

DPR (%) 0,66%

Fonte: Do autor.

5.3.6 Limites de Deteccéo e Quantificacao

O limite de quantificagdo (LQ) foi obtido avaliando, em dois dias consecutivos,
amostras de padrdo de roxitromicina nas concentracbes de 30, 20, 15, 10 e 5 pg/mL,
respectivamente. Foram realizadas cinco analises por dia para cada concentracdo. O LQ foi
determinado como a menor concentracdo determinada com precisdo e exatiddo, tendo sido

definida a concentracdo de 5 pg/mL. Os dados obtidos estdo demonstrados na Tabela 15.
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Tabela 15- Valores obtidos na determinagdo do limite de quantificagdo do método cromatografico para
roxitromicina.

Areas dos Picos indice de DPR
Cromatograficos Correlacéo (%)
5 10 15 20 30

pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
27656 55093 86641 115905 176238  0,99988
27277 55329 87251 115850 176029  0,99990
Dial 27417 55530 87376 115518 175841 0,99989  0,00437
26554 55821 86475 115482 175635  0,99998
26781 55031 87166 115151 175454  0,99987

27885 55875 86959 115271 175063  0,99992
27760 55492 86957 115295 175438  0,99989
Dia 2 27712 55332 86779 114426 175232 0,99984  0,00322
27654 55474 86626 114798 174929  0,99990
27613 55546 86793 115058 174841  0,99991

Interdias 0,00365
Fonte: Do autor.

O limite de detecgdo foi determinado como as menores quantidades detectadas nas
condicdes cromatograficas estabelecidas, tendo sido observada experimentalmente a

concentracdo de 1,405 pg/mL.

5.3.7 Estabilidade

A estabilidade foi avaliada por meio de analise da solugdo padrdo apds 72 horas de
repouso sobre a bancada. As areas dos picos obtidas nas corridas realizadas com zero hora de
exposicao foram contrastadas com as areas obtidas apds 72 horas de repouso. O método
demostrou boa estabilidade, sendo de 98,47 % a menor relacdo entre as areas dos picos de

72 hede0h. Osresultados obtidos sdo demonstrados na Tabela 16.
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Tabela 16- Valores obtidos no estudo de estabilidade de roxitromicina pelo método cromatografico,
apos 72 horas de exposicdo a luz ambiente.

Concentracao
(ng/mL) Oh
171311
30 171952
173564

417922
70 413790
417622

536509
90 533908
533386

783396
130 783358
780021

1074893
180 1079275
1079388

Areas dos Picos

72h
170452
171547
172654

411507
412725
411936

532279
531201
530684

771970
772200
772331

1067198
1067762
1067535

Teor
%
99,50
99,76
99,48

98,47
99,74
98,64

99,21
99,49
99,49

98,54
98,58
99,01

99,28
98,93
98,90

DPR

0,16

0,69

0,16

0,26

0,21

Fonte: Do autor.

5.4 Doseamento

O desvio padrao é a definicdo mais Gtil para a dispersdo dos dados experimentais e

serve para definir a precisdo de uma metodologia analitica. Assim, muitas vezes, ele é

utilizado para comparar valores de dados obtidos por duas técnicas diferentes (GIL, 2010).

Os resultados obtidos na determinacdo de teor para roxitromicina estdo demonstrados

na Tabela 17. Os métodos ndo apresentam diferencas significativas entre si.
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Tabela 17- Valores obtidos na determinag&o de teor para roxitromicina capsulas 300 mg pelos
métodos cromatogafico e microbioldgico por difusdo em agar.

Meétodo
DRP
Fisico — Quimico (a) Microbioldgico (b) (%)
Dial 93,95% 90,83%
1,8%
Dia 2 94,24% 91,76%

(a média de dois ensaios)
(b média de trés ensaios)
Fonte: Do autor.

Analisamos, ainda, a variacdo dos dados obtidos nos dois métodos por meio do teste
T-Student. Este recurso estatistico € um teste de significancia que serve para comparar dois
valores de médias. A analise de certa amostra por duas técnicas diferentes é um caso para
utilizacdo do teste t pareado. O valor de /t/ calculado por meio de software especializado foi
de 4,1903 para 3 graus de liberdade, para um valor de /t/ tabelado de 5,84 para 99% de
confianca. Sendo assim, concluimos que ndo ha diferencas significativas entre as

metodologias empregadas.

5.5 PERFIL DE DISSOLUCAO

O perfil de dissolucdo foi desenvolvido no aparelho dissolutor TDT 081
(ELECTROLAB). Todo o procedimento foi submetido a etapas de optimizacdo das condicdes
do ensaio, que passaram pela definicdo dos meios de dissolucdo e seus respectivos volumes,

além dos aparatos cesto e p4, tendo inicio pelo estudo de solubilidade em equilibrio.

5.5.1 Estudo de Solubilidade em Equlibrio

O estudo de solubilidade em equilibrio foi realizado efetuando-se coletas em periodos

de 12 e 24 horas. Os resultados obtidos nos diferentes meios estdo apresentados na figura 11.
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Figura 11- Gréafico comparativo da solubilidade da roxitromicina em diferentes meios de dissolugéo.
Fonte: Do autor.

Observou-se completa degradacao da roxitromicina em meio pH 1,2, com a formacéo
de pico com tempo de retencdo menor que o do fa&rmaco em estudo e completa auséncia de
pico no tempo de retencdo tipico do farmaco. Com relagdo ao pH 4,5, observou-se degradacao
acida, o que pode ser demonstrado pela formacéo de picos com tempo de retencédo inferior ao
do farmaco bem como pela perda de concentracdo quando comparadas as analises de 12 e 24
horas. Ap6s o tempo de equilibrio (24 horas) observou-se a emulsificacdo do tampéo pH 6,0.
O tampdo pH 6,8 ndo apresentou quaisquer inconvenientes. A figura 12 apresenta o
cromatograma comparativo da dissolucdo de roxitromicina acido cloridrico 0,1M pH 1,2 (a) e

em tampdo acetato de sédio pH 4,5 (b) ap6s 24 horas de analise.
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Figura 12 - Cromatograma Comparativo da dissolucao de roxitromicina Acido Cloridrico 0,1M pH 1,2
(a) e em tampdo acetato de sédio pH 4,5 (b) ap6s 24 horas de analise.
Fonte: Do autor.

5.5.2 Desenvolvimento do Perfil de Dissolucdo

Esperava-se, inicialmente, que o meio de dissolucdo fosse definido com base nos
resultados do ensaio de solubilidade em equilibrio. Contudo, as trés formulagdes preparadas
apresentaram inesperada formacdo de um produto de aspecto gelatinoso quando em contato
com as solucGes tampdo empregadas neste estudo. Tal fato ocorre independente de se alterar a
rotacdo empregada. Como se pode observar na Figura 13, o produto formado permanece com

o formato da capsula mesmo apds duas horas no aparelho dissolutor.
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Figura 13- Apresentagdo da formacdo de grumo com aspecto gelatinoso a partir de formulacgdes
contendo roxitromicina 300mg em solugéo tampéo utilizando-se diferentes aparatos.
Fonte: Do autor.

Destacamos que a formacdo ocorreu em todos os tampdes citados no item 4.3.5.3,
inclusive no tampédo fosfato pH 6,0 diluido 1:10, o qual possui reduzida forca ibnica em
relacdo aos demais. Observou-se que em agua purificada ndo ocorria tal formacéo de grumos.
Neste meio, houve completa dispersdo do material da capsula.

Milne e seus colaboradores (2015) desenvolveram perfil de dissolucdo do farmaco
roxitromicina em agua, aplicavel a forma comprimidos. Contudo, é imperioso destacar a baixa
solubilidade deste antibi6tico macrolideo em agua, além da variacdo de sua solubilidade na
faixa de pH tipica da agua purificada, ou seja, entre 5 e 7. A figura 14 demonstra o grafico
(obtido por meio do software Chemisketch) de variacdo da solubilidade da roxitromicina em

fungdo do pH. Quanto maior o log de D, menor a solubilidade em solugdo aquosa.
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Figura 14 - Variagdo da solubilidade da roxitromicina em fungéo do pH.
Fonte: Do autor

As figuras 15 e 16, demonstram o aparelho de dissolucdo em que, na cuba da
esquerda, a roxitromicina é dissolvida em tampédo fosfato e na cuba da direita, em agua

purificada. Observa-se dispersdo do material da capsula apenas em agua purificada.

Figura 15 - Dissolucéo “de roxitromicina capsulas 300 mg em tampdo fosfato pH 6,0
(esquerda) e agua purificada (direita).
Fonte: Do autor.
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Figura 16 - Dissolucdo de roxitromicina capsulas 300 mg em tampéo fosfato pH 6,8 (esquerda) e agua
purificada (direita).
Fonte: Do autor.

Dessa forma, testamos o tampédo fosfato pH 6,0 recomendado na Farmacopeia
Brasileira diluido 1:100 cujo pH final da solugdo apos a diluicdo foi ajustado para 6,8.
Observou-se que houve dispersdo do material da capsula no meio e boa dissolucdo da
roxitromicina. Sugerimos que a formacdo de grumos observada se dé pela forca idnica dos
tampdes interagindo com o farmaco macrolideo.

A definicdo da rotacdo e do aparato foi realizada com base nas areas dos picos
cromatograficos, sendo eleitos a rotacdo e o aparato que demonstrasse maior solubilizagdo do
farmaco no tempo analisado. Observou-se que, em uma mesma rotacao, as areas do aparato pa
sd0 maiores que as do aparato cesto, com excecdo da rotacdo 50 RPM. Quanto a rotacdo,
mostraram-se maiores areas dos picos cromatograficos a rotacdo de 100 RPM, quando

comparada a um mesmo tempo de coleta em outra rotacéo.
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Figura 17 - Gréafico comparativo da dissolucdo de roxitromicina capsulas 300mg
utilizando-se os aparatos pa e cesto em trés diferentes rotagdes.
Fonte: Do autor.

Assim, as condigcOes estabelecidas para avaliagdo do

roxitromicina foram:

a) Rotacdo 100 RPM;

b) Aparato P3;

c) Temperatura do banho de 37,5 °C;
d) Meio de dissolugdo tampéo fosfato pH 6,0 diluido 1:100;

e) Volume de 900 mL de meio de dissolugéo por cuba;

f) Tempos de coleta em 5,10, 15, 20, 30, 45 minutos;

g) Volume de coleta e reposicédo de 10 mL.

perfil de dissolugdo de

As quatro formulagdes desenvolvidas no projeto foram submetidas ao ensaio de

dissolugdo. Os perfis de dissolucdo das diferentes formulacbes estdo demonstrados na

figura 18.
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Figura 18 - Perfil de dissolucdo (n=6) de roxitromicina capsulas 300mg das formulagdes
1, 2, 3 e 4, respectivamente.
Fonte: Do autor.

Através da figura 18 pode-se observar que a formulagdo 2 foi a que apresentou maior
liberacdo do farmaco ao final do tempo preconizado, seguida da formulacdo 4. Considerando
que as formulacdes 3 e 4 diferem entre si apenas pelo agente dispersante, sendo que naquela
empregou-se croscarmelose sddica e nesta, amido glicolato, sugerimos a importancia deste
agente na liberacdo do antibi6tico roxitromicina da formulacdo. Ainda, destacamos que o
agente dispersante amido glicolato é constituinte da formulacdo 2, a qual apresentou maior
liberacdo do farmaco.

Segundo Muniz (2012), o desintegrante amido glicolato de sbdio, também
denominado superdesintegrante, foi introduzido em substituicdo ao amido, para ruptura do
cilindro de p6 em céapsulas dura. Os superdesintegrantes podem intumescer por absor¢do de
agua, aumentando varias vezes o seu volume original, o que favorece a liberagdo bem como a
dissolucdo do farmaco. Amaral et. al (2016) destacaram a importancia do uso de
desintegrantes em formulacBes contendo farmacos de baixa solubilidade e alta
permeabilidade.

5.5.3 Validagéo do Perfil de Dissolugdo

O ensaio de perfil de dissolucdo foi validado por meio dos parametros Seletividade,
Exatiddo, Robustez e Preciséo.
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5.5.3.1 Seletividade

A seletividade do ensaio de dissolucdo foi analisada por meio da resposta do
equipamento aos insumos inertes utilizados na manipulacdo das capsulas. Deste modo, foram
analisadas solucdes dos excipientes e das capsulas, dissolvidas no meio de dissolugdo
empregado no método.

Observa-se pelos cromatogramas (figura 19) que nenhum dos insumos gerou picos
cromatograficos proximos ao pico gerado pela roxitromicina, o que demonstra a seletividade

do método empregado.

- I - -

v

gastrorresistente; b) capsula azul e branca; c) excipiente 2 dissolvido em meio de
dissolucéo; d) excipiente 3 dissolvido em meio de dissolugéo.
Fonte: Do autor.
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5.5.3.2 Preciséo
A precisao do perfil de dissolucéo foi analisada pelo desvio padrao relativo, tendo sido
analisadas seis capsulas por dia em trés dias de analises. Os resultados obtidos estdo

demonstrados na tabela 18.

Tabela 18 - Valores obtidos na precisdo do ensaio de perfil de dissolucdo de roxitromicina 300mg

capsulas.
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Inter-dias
DPR (%)
1,59 1,63 1,13 1,96

Fonte: Do autor.

Analisando a variacdo da dissolugdo das capsulas em seis cubas do aparelho
dissolutor, observou-se DPR inferior a 2 % tanto nos ensaios intra quanto interdias,

demonstrando boa precisdo do método.

5.5.3.3 Robustez

Utilizando-se o mesmo procedimento empregado na etapa de precisdo, foi avaliada a
robustez do ensaio. Contudo, o ensaio foi realizado em outro laboratério, empregando-se
aparelho dissolutor e filtro PTFE diversos dos empregados na etapa de precisdo. O desvio
padrdo relativo do ensaio realizado empregando-se condi¢des diversas foi de 1,67 %. Quando
comparado aos resultados obtidos na etapa de precisdo, o desvio padrdo relativo foi de
1,87 %, demonstrando que as alteracdes empregadas ndo causaram diferencas importantes nos

resultados obtidos, com valores de DPR inferiores a 2 %.
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5.5.3.4 Exatidao

Os valores das recuperagdes de roxitromicina estdo demonstrados na tabela 19,
estando todos proximos das quantidades adicionadas ao placebo, o que demonstra boa

exatiddo do método. Apés anélise por CLAE, a recuperacdo foi calculada pela formula:

MEDIA DAS AREAS DAS AMOSTRAS * 100
MEDIAS DAS AREAS DO PADRAO

Tabela 19 - Valores obtidos na determinagéo da exatiddo do ensaio de perfil de dissolugéo de
roxitromicina 300 mg capsulas.

DIA 1 DIA 2
Concentracdo  Recuperacdo Média Concentracdo  Recuperacdo Média
100% 100,69 100% 99,86
120% 121,81 120% 119,25
20% 21,07 20% 20,11

Fonte: Do autor.

5.5.4 Estudo de Desintegracdo de Capsula Gastrorresistente

Foram analisadas capsulas da formulagéo 4, as quais foram manipuladas com capsulas
elaboradas com hidroxipropil metilcelulose, o qual confere gastrorresisténcia. Em meio &cido,
as capsulas submetidas ao desintegrador permaneceram integras e devidamente fechadas até o
final do periodo de observacao, que foi de 66 minutos. Por outro lado, quando utilizado meio
basico nas cubas do desintegrador, as trés capsulas analisadas se romperam, liberando o
contetdo da formulacdo no meio. Os tempos necessarios para rompimento das capsulas foram
de 2 minutos e 20 segundos, 2 minutos e 35 segundos e 7 minutos e 12 segundos,
respectivamente. A figura 20 apresenta as capsulas gastrorresistentes sendo desintegradas em
meio tampdo fosfato pH 6.8.
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Figura 20: Apresentacdo das capsulas gastrorresistentes
em tampéo fosfato pH 6.8
Fonte: Do autor.

As cépsulas da formulagdo 4 foram submetidas, ainda, & acdo de meio &cido no
aparelho dissolutor. Apos a coleta, filtracdo e neutralizagdo, o conteudo da cuba foi
quantificado pelo método cromatografico. Ap6s o tempo de corrida, nenhum pico de
roxitromicina ou de seu produto de degradacao foi visualizado, o0 que demonstra a integridade

da formulagéo.
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6 CONCLUSOES

O método microbiolégico por difusdo em agar foi desenvolvido e validado
considerando ser uma opcdo de baixo custo e de facil execucdo, aléem de ser facilmente
integrado a rotina de laboratdrios de controle de qualidade. Os meios de cultura utilizados s&o
facilmente disponiveis nos laboratdrios, uma vez que sdo amplamente empregados na rotina
de ensaios microbiologicos. Além disso, o uso de placas de Petri menores em relagdo ao
tamanho convencional reduz a ocorréncia de erros em relagdo a execu¢do do método, sem que
prejudique a medicéo dos halos de inibicéo.

O microrganismo empregado, Micrococus luteus, demonstrou sensibilidade ao
antibidtico roxitromicina e bom desenvolvimento nos meios de cultura empregados, tanto o
meio sdlido (Agar Caseina Soja) quanto o caldo de enriquecimento (Infuso de Cérebro e
Coracdo). Tais caracteristicas permitiram a formacéo de halos de inibicdo de crescimento bem
definidos e, por isso, facilmente mensuraveis. Além disso, métodos bioldgicos sdo vantajosos
pois 0 parametro medido e a atividade terapéutica do farmaco sdo os mesmos (PAIM et al.,
2010).

Os parametros de validacdo do método microbioldgico por difusdo em &gar mostraram
correlacdo linear, com coeficiente de determinacdo de 0,9985, que foi satisfatorio para um
ensaio bioldgico que, segundo Silva (2012), possui conhecida variabilidade inerente. A
legislacdo reconhece tal variabilidade, como se pode constatar na RDC 899/2003 ao definir
que suas informacBes aplicam-se a testes imunologicos e microbiolégicos, desde que
observado o grau de variabilidade usualmente associado a essas técnicas. A precisdo do
método, determinada por meio da variacdo das poténcias calculadas nos nove ensaios
realizados em trés dias consecutivos, mostrou valores de DPR inferiores a 2 %, quando
correlacionados os ensaios intra e interdias, demostrando satisfatoria precisdo para o método.
A precisdo analisada pelo desvio padrdo relativo das médias dos halos obtidos mostrou
resultados diferentes entre as solucdes de concentragdes. Assim, a quantificagdo de dois ou
mais ensaios independentes podem ser estatisticamente semelhantes ainda que os halos de
inibicdo obtidos nos ensaios sejam significativamente diferentes. O DPR de 1,09 % nas
condicOes estabelecidas demonstrou a robustez do método. A seletividade foi comprovada
pela perda de poténcia observada pela realizacdo dos ensaios apds a exposi¢ao as condicoes
de degradacéo, alem da completa auséncia de sensibilidade a analise de solugdes isentas do

antibiotico.
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A validagdo para o método cromatografico monstrou que o método é seletivo e linear
com indice de correlacdo de 0,9995 e, também, apresentou precisdo com valores de DPR
inferiores a 2 %, tanto nos ensaios intradia quanto interdias, exatiddo entre 99,3 e 101,36 %,
baixos limites de LQ e LD, e estabilidade. O método cromatografico, também mostrou-se
aplicavel a quantificacdo do farmaco no ensaio de perfil de dissolugéo.

Os métodos fisico-quimico e microbiolégico por difusdo em &gar mostraram-se
satisfatorios para identificar e quantificar o farmaco roxitromicina na forma farmacéutica
capsulas. A diferenca entre os métodos foi verificada por testes estatisticos, que
demonstraram ndo haver diferencas significativas entre eles.

Ambos os métodos acusaram muito preponderantemente os efeitos da degradacédo
acida da roxitromicina. Sendo assim, entendemos necessaria, na farmacia magistral, a
manipulacdo deste antibiotico em capsulas gastrorresistentes, visando a promover a liberacéo
do farmaco no trato intestinal.

O ensaio de perfil de dissolucdo mostrou-se aplicavel a rotina de laboratérios
analiticos pois apresenta custos razoaveis, uma vez que emprega meio de dissolucédo bastante
diluido dado a grande quantidade de meio utilizada no ensaio. Uma vez que o farmaco
roxitromicina apresenta alto nivel de interacdo com os meios de dissolucdo, a utilizagdo do
meio diluido mostrou-se uma opcéo vantajosa para aplicacdo do perfil de dissolugdo. Como
principal desvantagem, cita-se o fato de que o meio de dissolucdo pode apresentar reduzida
capacidade tamponante.

O ensaio de perfil de dissolucdo demonstrou relevancia, chamando atencdo para
correta manipulacdo do farmaco na farméacia magistral. Observamos que as formulacdes que
continham amido glicolato de sédio apresentaram maior dissolu¢do da roxitromicina quando
comparadas as que nao tinham. Sendo assim, sugerimos a utilizacdo da formulacédo 2 proposta
neste projeto, encapsulada em capsulas revestidas de material gastrorresistente, na
manipulacdo de cépsulas de roxitromicina.

Os parametros estudados para validacdo dos métodos, microbioldgico por difusdo em
agar, cromatografico e perfil de dissolucdo atenderam os conceitos sobre validacéo,

comprovando sua aplicabilidade na analise de roxitromicina na forma farmacéutica capsulas.
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ANEXO

ANEXO A - PROPOSTA DE MONOGRAFIA FARMACOPEICA PARA CAPSULAS

CAPSULAS DE ROXITROMICINA

Contém, no minimo, 90 % e, no maximo, 110,0% da quantidade declarada de roxitromicina
Ca1H76N201s,

IDENTIFICACAO

O tempo de retencdo do pico do cromatograma da Solucdo amostra, obtida em Doseamento,
corresponde aquele do pico principal da Solugdo padrao.

CARACTERISTICAS

Determinacéo de Peso (5.1.1). Cumpre o teste.

Teste de Desintegracéo (5.1.4.1). Cumpre o teste.
Uniformidade de doses unitarias (5.1.6) Cumpre o teste.

TESTE DE DISSOLUCAO

Meio de dissolucdo: Tampdao fosfato de potassio pH 6,0, diluido em &gua purificada na
propor¢éo 1:100, com pH final da solugéo de 6,8, (900mL)

Aparelhagem: pa

Velocidade de agitacdo: 100 rpm

Tempo: 30 minutos.

Procedimento: Imediatamente apds o teste, retirar aliquota do meio de dissolucdo, filtrar e
diluir 2.5mL do filtrado, com meio de dissolucdo g.s.p SmL. Preparar solugdo padréo estoque
em meio de dissolucdo na concentracao de 1000 pg/mL, em seguida, preparar uma solugéo
intermediaria com meio de dissolugé@o na concentracdo de 167 pug/mL. Injetar, separadamente,
20 pL das Solugdes padrdo e amostra, registrar os cromatogramas e medir as areas sob 0s

picos, utilizando 0 mesmo método descrito em Doseamento por CLAE. Calcular a quantidade
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de C41H76N2015 dissolvida no meio a partir das respostas obidas com as solucdes padréo e

amostra.

Tolerancia: ndo menos que 85% da quantidade declarada de C41H76N2015 se dissolvem em 30

minutos.

TESTES DE SEGURANCA BIOLOGICA
Contagem do numero total de micro-organismos mesofilos (5.5.3.1.2). Cumpre o teste.

Pesquisa de micro-organismos patogénicos (5.5.3.1.3). Cumpre o teste.

DOSEAMENTO
Proceder conforme descrito em Ensaio microbioldgico de antibidticos (5.5.3.3.1) pelo

método de difusdo em &gar utilizando cilindros.

Micro-organismo: Micrococcus luteus INCQS 011.

Meios de Cultura: Caldo infuso de cérebro e coragdo, para manutengdo do micro-organismo e
Agar Caseina-Soja para padronizagio do indculo e camada base.

Solucdo Amostra: Pesar 10 capsulas, remover o conteldo e pesa-las novamente. Transferir
guantidade de p6 equivalente a 10 mg de roxitromicina para baldo volumétrico de 10 mL
contendo 2mL de metanol. Completar o volume com tampéo fosfato de potéssio 0,1 M estéril
pH 8,1. Diluir sucessivamente a solucdo resultante, em tampéo fosfato de potassio 0,1 M

estéril, pH 8,1 de modo a obter soluc¢des nas concentracfes de 3, 6 e 12 pug/mL.

Solucdo padrdo: Pesar exatamente 10 mg de roxitromicina SQR e dissolver em 2 mL de
metanol. Em seguida, transferir o conteudo para baldo volumétrico de 10 mL e completar o
volume com tampdo fosfato de potéssio 0,1 M, pH 8,1. Diluir sucessivamente a solucéo
resultante em tampdo fosfato de potassio 0,1 M pH 8,1 de modo a obter solugdes nas

concentragdes de 3, 6 e 12 pg/mL.

Proceder conforme descrito em Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia (5.2.17.4).
Utilizar cromatdgrafo provido de detector ultravioleta a 205 nm; coluna de 150 mm de

comprimento e 4,6 mm de diametro interno, empacotada com silica quimicamente ligada a
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grupo octadecilsilano (5um), mantida a temperatura de 25°C; Fluxo da fase mével de 1,0

mL/min.

Fase mével: mistura de acetonitrila e tampé&o fosfato de aménio (49,19 de fosfato de amonio
monobasico em 1000 mL de agua purificada, ajustando-se para pH 5,3 com NaOH 2 M), na

proporcéo de 35:65 v/v.

Solucdo Amostra: Pesar 10 capsulas, remover o conteddo e pesa-las novamente. Transferir
quantidade de po6 equivalente a 10 mg de roxitromicina para baldo volumétrico de 10 mL
contendo 2mL de metanol. Completar o volume com solugdo tampéo pH 6,8, constituida de
mistura de 400 mL de solucdo fosfato de sddio dibasico pH 10,3 e 600 mL HCI 0,1 mol/L pH
1,2, com pH final de 6,8. Em seguida, diluir a solucdo resultante com fase movel de modo a se

obter a concentracdo de trabalho de 100 pg/mL.

Solucéo padrao: transferir 10 mg de roxitromicina SQR para baldo volumétrico de 10 mL e
acrescentar 2 mL de metanol. Completar o volume com solu¢do tampéo pH 6,8, constituida de
mistura de 400 mL de solucéo fosfato de sddio dibasico pH 10,3 e 600 mL HCI 0,1 mol/L pH
1,2, com pH final de 6,8. Em seguida, diluir a solucéo resultante com fase moével de modo a se
obter a concentragédo de trabalho de 100 pg/mL.

Procedimento: Injetar, separadamente, 20 pL das Solugbes padrdo e amostra, registrar 0s
cromatogramas e medir as areas sob 0s picos, utilizando 0 mesmo método descrito em
Doseamento por CLAE. Calcular a quantidade de C41H76N2O15a partir das respostas obtidas

com as solucbes padrdo e amostra.

EMBALAGEM E ARMAZENAMENTO
Em recipientes bem fechados.
ROTULAGEM

Observar a legislacdo vigente.



