UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

AZITROMICINA: DESENVOLVIMENTO E
VALIDACAO DE METODOS DE ANALISE EM
FORMAS FARMACEUTICAS

DISSERTACAO DE MESTRADO

Jodao Ronaldo Notargiacomo Ferreira

Santa Maria, RS, Brasil
2007



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

AZITROMICINA: DESENVOLVIMENTO E
VALIDACAO DE METODOS DE ANALISE EM
FORMAS FARMACEUTICAS

DISSERTACAO DE MESTRADO

Jodao Ronaldo Notargiacomo Ferreira

Santa Maria, RS, Brasil
2007



AZITROMICINA: DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODOS DE ANALISE EM FORMAS FARMACEUTICAS

por

Joao Ronaldo N. Ferreira

Dissertagdo apresentada ao curso de Mestrado do Programa de P6s-Graduacao
em Ciéncias Farmacéuticas, com Area de Concentragdo em Controle de
Qualidade e Avaliacao de Insumos Farmacéuticos, da Universidade Federal de
Santa Maria (UFSM, RS), como requisito parcial para obten¢do do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas.

Orientadora: Prof®. Dr. Simone Gong¢alves Cardoso

Santa Maria, RS, Brasil

2007



Universidade Federal de Santa Maria
Centro de Ciéncias da Saude
Programa de P6s-Graduaciao em Ciéncias Farmacéuticas

A Comissao Examinadora, abaixo assinada,
aprova a Dissertacao de Mestrado

AZITROMICINA: DESENVOLVIMENTO E VALID:ACAO DE
METODOS DE ANALISE EM FORMAS FARMACEUTICAS

elaborada por
Joao Ronaldo N. Ferreira

como requisito parcial para a obtencao do grau de
Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

COMISSAO EXAMINADORA:

Simone Gongcalves Cardoso, Dr.
(Presidente/Orientador)

Marcos Antonio Segatto Silva, Dr. (UFSC)

Elisabete de Avila da Silva, Dr. (UNICRUZ)

Santa Maria, 04 de maio de 2007.



AGRADECIMENTOS

Gostaria de agradecer primeiramente a Deus, pela presenca sempre constante em minha vida,
proporcionando & minha existéncia, a satde, a felicidade, a familia, o trabalho, os professores,

os colegas e 0s amigos.

Aos meus pais, e familiares, pelo esforco, pela educacio, carinho e amizade, que sempre

dedicaram a mim, em todos 0os momentos.

A minha Professora e Orientadora Dr Simone Gongalves Cardoso, pelo empenho sempre
presente, pelo incentivo e confianca, pelo ensino e amizade, os quais foram ingredientes

fundamentais para o meu desenvolvimento profissional.

Aos professores do Programa de Poés-Graduacio em Ciéncias Farmacéuticas, desta

universidade, pelo ensino, incentivo e apoio, a mim dedicados.

As bolsistas de iniciacdo cientifica Karin Goebel ¢ Emanoelle Raquel Dorigoni, e ao amigo e
colega Gustavo Paraginski, pelo auxilio e esforco dedicado, para que este trabalho pudesse ser

realizado.

A todos os funciondrios e professores do departamento de Farmécia Industrial, e em especial 2
Prof®. Clarice, Prof*. Margareth, Rosecler, Marinés, Carminha, Renato e Elaide, pelo trabalho

incansdvel que estes dedicam ao departamento e aos alunos.

Aos profissionais Dr. Marcos Antdnio Segatto Silva e Dr. Antonio Luiz Braga, pela

colaborag¢@o na nas etapas iniciais deste trabalho, na realizagdo dos testes de espectrometria.

A Francine Marchiori pelo apoio, incentivo, pela presenga, carinho e compreensdo, em todos
0s momentos que percorremos juntos, esta caminhada. E aos seus pais e familiares, pela
confianga e amizade, a mim dedicados, para que eu pudesse motivar-me cada vez mais, em

busca de meus sonhos.

A todos os amigos, e em especial ao Rodrigo Feldmann, pela verdadeira amizade que tem
dedicado a mim e a minha familia, o que nos da forcas e faz acreditar que sempre seremos
capazes de grandes conquistas, quando contamos com o companheirismo e o apoio, de

grandes amigos.



EPIGRAFE

S. H.

E vivendo a inocéncia das horas
que desvendo a malicia dos dias,
e conquisto a experiéncia dos anos
com a perseverancadavida;

pequenas coisas da vida que fazem ver
que a verdadeira inteligéncia
nao estd em tudo que sei,
mas na minha capacidade de aprender ;
que o maior patrimdnio da vida
ndo estd no ter, e sim no ser

caso contrario eu seria,

um mero erro do engano:
um equivocado “ter humano”.

Joao Ronaldo N. Ferreira



RESUMO
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Azitromicina (AZ) é um antibiético macrolideo derivado da eritromicina. AZ apresenta um grande
espectro de atividade contra patégenos Gram negativos comuns e tem sido utilizada para o tratamento
de infec¢des do trato respiratério, infeccdes da pele e doencas sexualmente transmissiveis. No
mercado brasileiro a AZ estd disponivel na forma de comprimidos, cdpsulas manipuladas e p6 para
suspensdo oral. Os métodos oficiais para o doseamento de AZ como matéria-prima; cdpsulas e pé para
a suspensdo oral s@o a cromatografia liquida de alta eficiéncia ou o método microbiolégico de difusao
em agar. Ndo existem monografias em farmacopéias para avaliacdo de AZ em comprimidos. Neste
trabalho dois métodos espectrofotométricos foram desenvolvidos e validados para a andlise de AZ em
comprimidos e em pd para suspensdo oral. O primeiro método foi baseado na reagcdo de AZ com 4cido
sulfurico concentrado (98%, p/v), com deteccdo em 226 nm. O outro método foi baseado na reagdo de
complexo de transferéncia de carga do firmaco com o G-aceptor iodo, com deteccdo em 363 nm.
Ambos os métodos mostraram linearidade (r>0,99), precisio (CV<5%) e exatidio (>99%). Os
resultados obtidos com os métodos propostos estavam de acordo com aqueles obtidos com o método
microbioldgico de difusdo em agar. A otimizagdo das condi¢des do teste de dissolugdo para o controle
de qualidade in vitro de AZ em comprimidos foi também estudado. O uso de 900 mL de HCI 0,1N, a
37 °C £ 0,5 °C, aparato p4, a um a velocidade de 50 rpm, demonstrou resultados satisfatérios para
produtos testados. A percentagem de dissolu¢do de AZ na condi¢do estabelecida foi superior a 90%
em 45 minutos. O método espectrofotométrico validado para avaliar a dissolu¢do mostrou-se
especifico, sem interferéncia do placebo dos comprimidos, na quantificacdo de AZ, linear (r>0.99),
preciso (CV< 5%) e exato (>97%). O farmaco mostrou estabilidade satisfatéria no meio de dissolucdo

selecionado.

Palavras-chaves: azitromicina, espectrofotometria, valida¢ao, dissolugdo.



ABSTRACT
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Azithromycin (AZ) is a macrolide antibiotic derivate from erytromycin. AZ has a broad spectrum of
activity against common gram-negative pathogens and has been used for the treatment of respiratory
tract infection, skin infections and sexually transmitted diseases. In the Brazilian market AZ is
available as tablets, compounded capsules and powder for oral suspension. The official methods for
the assay of AZ in bulk form; capsules and powder for oral suspension are high performance liquid
chromatography or microbiological diffusion assay. No monographs are reported in the
pharmacopoeias for AZ evaluation in tablets. In this work two spectrophotometric methods were
developed and validated for AZ analysis in tablets and powder for oral suspension. The first method
was based on the reaction of AZ with concentrated sulfuric acid (98 % w/v), with detection at 226 nm.
The other method was based in the charge-transfer reaction of the drug with G-acceptor iodine, with
detection at 363 nm. Both methods showed good linearity (r>0.99), precision (CV<5%) and accuracy
(>99%). The results obtained with the proposed methods were in good agreement with those obtained
by microbiological diffusion agar method. The optimization of dissolution test conditions for in vitro
quality control of AZ in tablets was also studied. The use of 900 mL of 0.IN HCI at 37.0 £ 0.5 °C,
paddle as apparatus, at a stirring rate of 50 rpm, provided satisfactory results for tested products. The
percent dissolution of AZ in the established condition was more than 90% in 45 minutes. The
validated spectrophotometric method used to evaluate the dissolution testing showed to be specific
(with no interference of the placebo or tablets in the quantification of AZ), linear (r>0.99), precise
(RSD<5%) and accurate (>97%). The drug showed satisfactory stability in the selected dissolution

medium.

Key-words: azithromycin, spectrophotometry, validation, dissolution.
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1 INTRODUCAO

Durante décadas pesquisadores moveram-se em busca de descobertas que fossem
importantes para o desenvolvimento de firmacos com atividade antimicrobiana, resultando
atualmente em um numero bastante expressivo destes agentes, ja isolados, por outras vezes
modificados sinteticamente e elaborados para fins terapéuticos. Dentre os antibiéticos
desenvolvidos e amplamente utilizados, destacam-se os macrolideos, por apresentarem
melhor perfil farmacocinético e maior espectro de acdo no tratamento das infecgdes causadas
por germes sensiveis. Deste grupo tem-se como principal representante a eritromicina, pela
eficicia terapéutica nas infeccdes causadas por patdgenos tais como Legionella,
Campylobacter e Chlamydia. Dado a sua relativa seguranca e eficicia, varios estudos foram
realizados e levaram a modificacdes na sua estrutura, buscando melhorias no espectro de agio
e diminui¢do nos efeitos colaterais (CARVALHO; CARVALHO, 1998).

Destes estudos surgiu a azitromicina (AZ), a qual passou a destacar-se pela reducdo
dos efeitos adversos, com sensivel melhoria no espectro de acdo, quando comparada a
eritromicina. A AZ difere-se da eritromicina por apresentar um anel lacténico composto de 15
membros, ou seja, um a mais do que a eritromicina. Desta modificagdo, por inclusdo de um
grupo metila ligado ao nitrogénio no anel macrociclico, resultou melhorias na estabilidade em
meio 4dcido e conseqiientemente, alteracdes farmacocinéticas, melhor espectro de agdo e
reducdo dos efeitos colaterais gastrintestinais (JAIN; DANZIGER, 2004).

A AZ é comercializada no mercado nacional nas formas de comprimidos simples ou
revestidos de 500 mg e suspensao oral de 600 mg/15 ml e 900 mg/15 ml, podendo também ser
encontrada na forma de capsulas, manipuladas em farmdacias magistrais.

Encontram-se na literatura varios estudos para a determinacdo de AZ em matérias-
primas e formas farmacéuticas utilizando métodos como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), microbioldgico, espectrofotométricos, entre outros. Entretanto, muitos dos
métodos ja propostos apresentam desvantagens como necessidade de reacdes intermedidrias,
equipamentos ou reagentes especificos, nem sempre disponiveis em laboratérios de controle
de qualidade de medicamentos, ou o tempo de andlise € muito elevado, desencorajando sua
aplicag¢do em controle de qualidade.

Neste sentido, o presente trabalho contempla o desenvolvimento de métodos rapidos,
simples e de custo inferior aos ji propostos, para a determina¢do de AZ em formas

farmac€uticas e matérias-primas e para estudos de dissolucdo de comprimidos, utilizando
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equipamentos de facil operacdo e encontrados normalmente em laboratdrios de controle de

qualidade, sendo também exeqiiiveis em farmdacias de manipulagdo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos para andlise de azitromicina em formas farmacéuticas e

avaliar o perfil de dissolugdo do fairmaco em comprimidos.

2.2 Objetivos especificos

e (Caracterizar a matéria-prima a ser utilizada como substancia quimica de referéncia
através de espectroscopia na regido do infravermelho e determinagdo de faixa de

fusdo, da umidade, do pH e da solubilidade;

e Avaliar as caracteristicas fisicas e fisico-quimicas dos comprimidos e do pd para

suspensao.

e Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regido do UV, através de
reacdo de cor com dcido sulfirico, para a quantificagdo de azitromicina em formas

farmacéuticas;

e Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regido do UV, através de
reacdo por complexo de transferéncia de carga com iodo, para a quantificagdo de

azitromicina em formas farmacéuticas;

e Desenvolver e validar método por espectrofotometria na regido do visivel para a

quantificagdo de AZ e avaliacdo do perfil de dissolu¢do de comprimidos;

e Desenvolver e validar método de dissolucio de comprimidos contendo

azitromicina;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Consideracoes Gerais

A partir da picromicina, primeiro antibiético macrolideo isolado em 1950, vérios
estudos, através de modificagdes moleculares, resultaram em importantes contribui¢des na
descoberta de novos compostos macrolideos. Dentre estes, destacaram-se a eritromicina e,
posteriormente, os seus derivados, como a roxitromicina, eritromicilamina, diritromicina,
azitromicina e fluritromicina, os quais passaram a representar os novos macrolideos
(OLIVEIRA, 1995).

Os antibidticos macrolideos sdo produzidos por microrganismos da espécie
Streptomyces e possuem caracteristicas estruturais comuns, como a presenca de uma lactona
macrociclica contendo entre 12 e 17 4tomos, um grupo cetdnico, um ou dois aminoagucares
unidos ao nucleo por ligagdes glicosidicas, um acticar neutro ligado ao niicleo ou ao
aminoacucar e a presenca de um grupo dietilaminico no residuo de actcar, o qual explica a
sua basicidade e torna possivel a preparacdo de seus sais (LODE et al., 1996).

A AZ (Figura 1) foi o primeiro antibiético azalideo introduzido no mercado, no final
de 1991. A mesma ¢é obtida de forma semi-sintética e pertence a subclasse dos macrolideos.
Derivada da eritromicina diferencia-se desta por apresentar um anel macrociclico de 15
membros, ou seja, um membro a mais se comparado com a eritromicina (CARVALHO;
CARVALHO, 1998).

A expansdo do anel lactdnico com a inser¢do de um nitrogénio metil-substituido,
partindo da eritromicina, confere a AZ uma melhor estabilidade 4cida e, conseqiientemente,
maior resisténcia ao meio gastrico. Com isto evita-se a formacdo de derivados anidro-
hemicetais os quais podem estar associados aos efeitos toxicos gastrintestinais, através da
inducdo da motilidade géstrica, observados no tratamento com a eritromicina (ITOH et al.,
1984). Destas modifica¢des resultaram também melhorias significativas nas propriedades
microbioldgicas e farmacocinéticas da AZ, como maior espectro de acdo e aumento na meia
vida de eliminagdo (JAIN; DANZIGER, 2004).

A AZ € um antibiético de amplo espectro de acdo, utilizada no tratamento de infeccoes
do trato respiratdrio superior e inferior, doengas sexualmente transmissiveis e infeccdes da

pele e de tecidos moles. O tratamento de trés a cinco dias, em dose oral diaria de 500 mg, tem
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demonstrado efetividade nos casos de bronquite aguda, pneumonia, sinusites, faringites,

tonsilites e otites médias (GHANDI, 2004).

CHs

Figura 1 — Férmula estrutural da azitromicina (FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 2003).

z

Ap6s administragdo oral de AZ, a mesma é rapidamente absorvida e amplamente
distribuida nos tecidos, seguindo modelo de dois-compartimentos. A rapidez e a extensdo de
sua distribui¢do resultam em uma maior concentracdo de AZ nos tecidos, comparadas as
concentragdes plasmdticas, demonstrando sua forte ligagdo com os tecidos. O tempo
necessdrio para atingir os picos de concentracdo plasmatica é de 2 a 3 horas. Sua
biodisponibilidade é de 37 %, podendo a mesma ser reduzida em até 43 % quando a
administracio de AZ for concomitante com alimentos. Por isso recomenda-se a administracio
de AZ 1 hora antes ou 2 horas depois das refeicdes. A administracio oral de AZ concomitante
com antidcidos reduz as concentragdes plasmaticas maximas, mas ndo afeta a absorcao global
A AZ possui meia vida tecidual de 2 a 4 dias, volume de distribuicdo de 31 I/Kg, clearance de
9 ml/min./Kg e 12 % de excre¢do urindria. Possui também meia-vida de eliminacdo longa, de
aproximadamente 40 horas. A AZ interage de forma importante com a terfenadina e com
aztemizol (Hismanal) e ndo parece interagir com a teofilina e a varfarina, como acontece com
a eritromicina (CARVALHO; CARVALHO, 1998).

Os efeitos colaterais mais comuns com o uso de AZ ocorrem ao nivel de trato
gastrintestinal e incluem principalmente diarréia (3,6 %), nduseas (2,6 %), vomitos (1 %), dor
ou desconforto abdominal (2,5 %), cefaléia branda e tontura (1,3 %). Também podem ocorrer
reacoes alérgicas, mas estas sdo de pouca freqii€ncia, geralmente com manifestacdes de

erupcdes cutdneas tipo exantema. Os testes de funcdo hepdtica podem apresentar
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ocasionalmente discretas elevacdes, e o uso de doses elevadas de AZ pode provocar perda
auditiva reversivel. O uso de AZ em criangas menores de 16 anos ndo deve ser recomendado
até que sejam estabelecidas a seguranca e eficicia da droga neste grupo de paciente. Do
mesmo modo, a utilizacdo de AZ durante a gravidez e em mulheres lactantes ainda ndo foi
suficientemente investigada (CARVALHO; CARVALHO, 1998).

O mecanismo de acdo da AZ ocorre por inibicio da sintese protéica nos
microorganismos sensiveis, ligando-se a subunidade ribossomal 50 S, impedindo a fixacdo do
RNAt ao ribossomo, bloqueando o aporte dos aminoicidos, componentes das proteinas

(GAYNOR; MANKIN, 2005).

3.2 Descricio (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 2003; BUDAVARIS, 1996).

¢ Forma diidratada: p6 branco cristalino.

e Nome quimico: (2R, 3S,4R,5R,8R, 10R, 12 S, 135, 14 R)-13-[2,6-Didesoxi-3-
C-metil-a-L-ribohexapiranosil)oxi]-2-etil-3,4,10-triidroxi-3, 5, 6, 8, 10, 12, 14
heptametil-11-[[3,4,6-tridesoxi-3-(dimetilamino)-B-D-xilohexapiranosil]oxi]-1-oxa-6-
azaciclopentadecan-15-ona.

e Registro no Chemical Abstracts Service (CAS):

Forma diidratada: 117772-70-0
Base anidra: 83905-01-5
e (Cddigo da Denominacdo Comum Brasileira (DCB):
Forma diidratada: 00752.02-9
Base anidra: 2037.01-7

¢ Férmula molecular da azitromicina base: C;;H,,H,O,,

e Peso molecular da base: 749,0

e Foérmula molecular da azitromicina diidratada: C;sH.,H,O,,* 2H,O

¢ Peso molecular da forma diidratada: 785,0

e Temperatura de fusdo: 113 — 114 °C

e Solubilidade: muito pouco solivel em &agua, solivel em cloroférmio, facilmente
solivel em etanol e metanol. Muito pouco solivel em solugdes de hidréxidos

alcalinos. Ligeiramente soldvel em solucdes 4cidas.
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4 CARACTERIZACAO DA SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA
(SQR) E DAS AMOSTRAS

4.1 Introducao

No desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos para controle de qualidade de
matérias-primas e preparagdes farmacéuticas, torna-se indispensdvel a utilizacdo de
substiancias quimicas de referéncia (SQR) adequadamente caracterizadas, assim como
preparagdes farmacéuticas de qualidade definida. Entre as substincias utilizadas como padrio
de referéncia, algumas delas podem ser classificadas como compendiais, as quais sdo obtidas
de farmacopéias (Americana, Européia, Brasileira), € ndo necessitam de caracterizagdo antes
de serem utilizadas. Porém, podem também ser utilizadas as substincias de fontes nao
oficiais, também chamadas de ndo compendiais, as quais devem ser cuidadosamente
caracterizadas antes do uso para garantir sua identidade, poténcia e pureza (SWARTZ;
KRULL, 1998).

Em virtude da SQR do farmaco em estudo ser classificada como ndo compendial,
foram realizados testes de identificac@o, descricdo e ensaios de pureza, conforme preconizado
na Farmacopéia Brasileira IV (2003), para caracterizar a matéria-prima adquirida.

Para as amostras de comprimidos foram realizados os testes de determinacdo de peso, de
resisténcia mecanica e desintegracdo e, para o pd para suspensdo, foram realizados os testes
de determinacdo de peso do pd, volume do diluente e pH da suspensdo reconstituida, ambos

utilizando metodologias descritas na Farmacopéia Brasileira IV (1988).

4.2 Substancia Quimica de Referéncia (SQR)

A substéncia utilizada como referéncia foi AZ matéria-prima adquirida comercialmente
da DEG Importadora de Produtos Farmacéuticos LTDA, com teor declarado de 98,6 %, na

forma diidratada, e pertencente ao lote 031204.
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4.3 Produtos Farmacéuticos

Foram adquiridos, comercialmente, comprimidos e suspensdo de azitromicina, conforme

as descrigdes a seguir:

a) Comprimidos revestidos contendo 524 mg de azitromicina diidratada (equivalente a
500 mg de azitromicina base). Excipientes: amido pré-gelatinizado, fosfato de cdlcio dibdsico
anidro, croscarmelose sédica, estearato de magnésio, lauril sulfato de sédio e revestimento

com hidroxipropilmetilcelulose, triacetina e diéxido de titdnio (Produto A - Genérico).

b) Comprimidos revestidos contendo 524 mg de azitromicina diidratada (equivalente a
500 mg de azitromicina base). Excipientes: celulose microcristalina, polivinilpirrolidona,
amido glicolato de sodio, lauril sulfato de sédio, estearato de magnésio, talco, diéxido de
silicio coloidal e policoat clear (Produto B - Similar).

c¢) P6 para suspensdo contendo 209,6 mg de azitromicina diidratada para cada 5 ml da
suspensdo reconstituida ( equivalente a 200 mg de azitromicina base). Excipientes: agucar,

goma xantana, fosfato tribasico de sédio e aromatizante (Produto C - Similar).

4.4 Solventes e Reagentes

e Acetonitrila, Tedia®

e Agua destilada

e Acido cloridrico, Merck®

e Etanol, Tedia®

e (Cloroférmio, Tedia®

e Hidréxido de sédio, Merck®
e Metanol, Tedia®

e Pastilhas de Brometo de Potéssio
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4.5 Equipamentos e acessorios

e Aparelho de desintegracio, Nova Etica®

e Aparelho de Karl Fisher, Titroline Alpha®

e Aparelho de Ponto de Fusio, Gehaka®

e Balanga analitica Sartorius®

e Banho ultra-sénico, Thornton®

e Destilador, Biomatic®

¢  Dur6émetro, Pharma Test®

* Espectrofotometro Infra-vermelho (IR), Shimadzu Prestige—21®
* Filtro quantitativo faixa preta, Schleicher & Schuell ®
* Friabildometro, Fieldlab Schott®

e Micropipetador Transferpette Brand®

¢ Potencidmetro, Fieldlab Schott®

e Pipetador Transferpette, Brand ©

e Potencidmetro, Fieldlab Schott®

4.6 Analise Qualitativa da SQR
4.6.1 Identificagdo

O teste de identificacdo preconizado na Farmacopéia Brasileira IV (2003) para AZ € a
espectrofotometria de absor¢@o no infravermelho.

O espectro de absor¢do no IV da AZ, realizado no Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas da UFSC, foi obtido em espectrofotometro IR, marca Shimadzu modelo IR
Prestige-21. Para as andlises foram preparadas pastilhas de brometo de potissio (200 mg)

contendo 20 mg do farmaco.

4.6.2 Descricao (descrigdo fisica e solubilidade)

A descricdo da AZ, de acordo com a Farmacopéia Brasileira IV (2003), deve ser

realizada através da avaliagc@o dos caracteres fisicos e solubilidade. A descricao fisica da SQR,
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quanto a cor e aspecto cristalino foi realizada através da observagéo visual. A solubilidade foi
determinada através da solubilizacdo da SQR nos seguintes solventes: dgua, cloroférmio,

etanol, metanol, solugdo de hidréxidos alcalinos e solucdes 4cidas, ambos a 25 °C.

4.6.3 Ensaios de pureza (determinag¢do do pH, da umidade e da temperatura de fuséo)

Segundo a Farmacopéia Brasileira IV (2003), os ensaios de pureza que devem ser
realizados para AZ sdo a determinacdo do pH e da dgua.

A determinag@o potenciométrica do pH refere-se a medida da diferenca de potencial
entre dois eletrodos adequados, imersos na solucdo em andlise. A determinacdo do pH foi
realizada em solucdo a 0,2 % (p/V) de AZ, em mistura de 4gua e metanol (1:1).

A determinacdo da 4dgua presente na matéria-prima foi realizada através do método
volumétrico de Karl Fischer, em aparelho titulométrico, seguindo metodologia descrita na
Farmacopéia Brasileira IV (1988).

Outro teste realizado foi a determinagdo da temperatura de fusdo, em que se avalia a
temperatura em que determinada substincia funde-se completamente. Também pode ser
determinada a faixa de fusdo, onde se observam a temperatura inicial de fusdo,
correspondente ao aparecimento das primeiras goticulas na parede do tubo capilar, e a
temperatura correspondente a total fluidificacdo da amostra. A temperatura de fusdo da SQR
foi determinada utilizando aparelho de fusio Gehaka modelo PF 100. Uma pequena
quantidade da SQR foi dessecada previamente durante 24 horas em estufa & vicuo sobre
silica-gel. Foram introduzidas em capilares, quantidades suficientes para preencher
aproximadamente 4 mm de altura, fechando-se uma de suas extremidades e inseridos na
célula de aquecimento. Durante o aquecimento foi observada a temperatura de fusdo, onde a

substancia tornou-se totalmente liquida.

4.7 Analise dos comprimidos
4.7.1 Determinacdo do peso

A determinagdo de peso dos comprimidos foi realizada conforme Farmacopéia
Brasileira IV (1988). Foram pesados, individualmente, 20 comprimidos de cada produto,

calculando-se a média e os limites de variacdo.
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4.7.2 Determinacdo da dureza

A determinagdo da dureza dos comprimidos foi realizada conforme Farmacopéia
Brasileira IV (1988), utilizando equipamento de dureza, onde foi determinada a forgca, em

Newtons, necessaria para romper 10 comprimidos de cada produto, calculando-se as médias.

4.7.3 Determinagéo da friabilidade

A determinagdo da friabilidade dos comprimidos foi realizada conforme Farmacopéia
Brasileira IV (1988), utilizando equipamento especifico para o teste. Foram pesados 20
comprimidos de cada produto, os quais foram introduzidos no aparelho e submetidos a agéo
do mesmo a 20 rotacdes por minuto. Apds 5 minutos os 20 comprimidos foram novamente

pesados, calculando-se a perda de pd, por diferenga entre as pesagens.

4.7.4 Determinagdo do tempo de desintegracdo

A determinacdo do tempo de desintegracdo dos comprimidos foi realizada conforme
Farmacopéia Brasileira IV (1988), utilizando equipamento especifico de desintegracdo, e dgua
como liquido de imersdo, mantida a 37 °C + 1 °C. Para o teste foram utilizados seis

comprimidos de cada produto.

4.8 Analise do pé para suspensao

4.8.1 Determinacdo do peso médio

A determinacdo do peso dos frascos contendo o pd para suspensdo foi realizada
conforme Farmacopéia Brasileira IV (1988). Foram pesados, individualmente, 10 frascos. O
contetido de cada frasco foi removido e os frascos foram lavados e secos em estufa. Apds a
secagem, os 10 frascos foram pesados, individualmente, e a diferenca entre as duas pesagens
representou o peso do conteddo de cada unidade, calculando-se a média e os limites de

variagdo.
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4.8.2 Determinagdo do pH

Para a determinacdo do pH as suspensdes foram reconstituidas, conforme indicado no
rétulo do produto, e posteriormente foram verificados os valores correspondentes de pH, em

triplicata, utilizando equipamento potenciométrico.

4.8.3 Determinagdo do volume

A determinac¢io do volume foi realizada conforme Farmacopéia Brasileira IV (1988).
Foram pesadas, individualmente, 3 unidades das solug¢des diluentes. O conteido de cada
frasco foi removido e os frascos foram lavados e secos em estufa. Apds a secagem, os 10
frascos foram pesados, individualmente, e a diferenca entre as duas pesagens representou o
peso do conteido de cada unidade. Determinou-se, igualmente, a densidade do diluente,
através do método do picndmetro. Através dos pesos individuais e da densidade, calculou-se

os volumes médios correspondentes.

4.9 Resultados e discussao

O espectro de absor¢do no IV da AZ encontra-se na Figura 2. As atribuicdes das bandas

foram descritas com base na literatura pertinente (SILVERSTEIN, 2000).
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Figura 2 — Espectro na regido do IV da AZ.

As bandas obtidas na regido de 3560,59 e 3495,01 cm’! podem ser atribuidas as
vibracdes de deformacdo axial dos grupos OH livre e com ligacdes intermoleculares. As
bandas observadas na regido de 2970,38 a 2933,73 cm™ podem ser atribuidas s vibra¢des de
deformacio axial de C-H, de grupamentos metila. Ambas as estruturas encontram-se, tanto no
anel macrociclico, quanto nas duas por¢des agucares (Figura 1). A banda na regido de 1720,50
cm’ pode estar relacionada as vibragdes de deformacgdo axial de C=0, que faz parte da
estrutura macrociclica da AZ. A banda encontrada na regido de 1377,17 cm’ pode ser
atribuida a deformacdo angular de C-H, de grupamentos dimetila geminados, encontrados nas
porc¢des acgucares da AZ. As bandas encontradas na regido de 1188,15 e 1083,99 cm’ podem
ser atribuidas as vibracdes de deformagdo axial de C-C-O e C-O, ambos presentes na estrutura
macrociclica e nas por¢des actcares, da AZ (SILVERSTEIN, 2000).

Para identificagdo da AZ foram realizados, adicionalmente, espectros de ressondncia
magnética nuclear de 'H (RMN 'H) e de °C (RMN "C), os quais estdo apresentados nos
Anexos A e B, respectivamente.

Nos aspectos descritivos, como forma e cor, foram obtidos resultados satisfatérios, de
acordo com a monografia da AZ (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1988).

A Farmacopéia Brasileira IV (1988) preconiza como teste de solubilidade a dissolucao

de uma parte de farmaco (1 g se for s6lido ou 1 ml se for liquido) em partes pré-definidas de
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solvente, conforme tabela de solubilidade incluida nesta literatura. Os testes de solubilidade
foram realizados com quantidades reduzidas de farmaco, proporcionalmente a quantidade de
solvente. Os resultados obtidos no teste de solubilidade foram satisfatérios, cumprindo com as
especificagdes farmacopéicas.

Os valores obtidos nos ensaios de pureza encontram-se descritos na Tabela 1. Os valores
de pH e dgua estdo em acordo com as especificacdes da Farmacopéia Brasileira IV (2003). Os
valores da temperatura de fusdo encontram-se, igualmente, dentro dos limites especificados na

literatura (BUDAVARIS, 1996).

Tabela 1 — Valores obtidos no ensaio de pureza da azitromicina.

Amostra pH Umidade (%) Temperatura de
fusao (°C)
1 10,05 4,65 115
2 10,15 4,65 114
3 9,93 4,64 114
Média 10,04 4,64 114
Especificagdes 9,0a11,0* Maéximo 5 % * 113 a115°C **

* Os valores das especificagdes correspondem aos limites preconizados pela Farmacopéia Brasileira IV (2003)

** Valores especificados no The Merck Index (BUDAVARIS, 1996).

Os resultados obtidos na determinagdo de peso dos comprimidos (produtos A e B) e do
estdo indicados na Tabela 2, onde se verifica que ambos os produtos cumpriram com as
especificagdes da Farmacopéia Brasileira IV (1988). Para comprimidos podem-se tolerar no
maximo duas unidades fora do limite especificado, em relagdo ao peso médio, e nenhuma

unidade pode ter valores acima ou abaixo da porcentagem indicada.

Tabela 2 — Valores obtidos na determinacdo de peso dos comprimidos (Produtos A e B)

Produtos Peso Médio (g) Limites de variacdo® N° de unidades fora dos
+DP limites especificados”

Produto A 0,9357 + 0,005 +5% -

Produto B 0,6909 £ 0,019 +5% 2

*Limites especificados pela Farmacopéia Brasileira IV (2003), para varia¢@o de pesos.
® Ntimero de unidades fora dos limites especificados, porém abaixo do dobro das porcentagens indicadas.
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Os valores encontrados para a dureza, friabilidade e desintegracdo dos comprimidos,
estdo apresentados na Tabela 3, onde se verifica que os produtos A e B cumpriram com as

especificagdes farmacopéicas (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988).

Tabela 3 — Valores obtidos nos testes de dureza, friabilidade e desintegracdo dos comprimidos

(Produtos A e B).

Produtos Dureza (Média =10 un) Friabilidade (%) Tempo de
desintegracao
Produto A 151,7 0,043 1 min,19 seg
Produto B 332,62 0,029 15 min, 28 seg
Especificagdes*  Minimo aceitavel: 30 N Inferior a 1,5 % Maiximo: 30 min.

* Especificagdes preconizadas pela Farmacopéia Brasileira IV (2003).

Os resultados obtidos nas andlises de pH da amostra reconstituida, na determinagdo do
volume do diluente e do peso do pé a reconstituir, do produto C, estdo descritos na Tabela 4.
Os resultados encontram-se dentro dos limites especificados na Farmacopéia Brasileira IV
(1988, 2003). Para pds, o peso médio do conteido ndo pode ser inferior ao valor nominal

declarado.

Tabela 4 — Valores obtidos nas determinac¢des de pH da suspensdo reconstituida, do volume

do diluente e do peso pd para suspensao.

Amostra pH Determinacio do volume  Determinacio do peso ¢
1 10,56 14,03
2 10,40 14,10
3 10,58 14,05
Média 10,51 14,06 8,925 + 0,341
Especificacdes 8,5a 11,0 Maiximo 2,5 % ° +10 %

* Limites preconizados pela Farmacopéia Brasileira IV (2003).
® Limites preconizados pela Farmacopéia Brasileira IV, para variagdo de volume (1988).
¢ Peso médio, do contetdido em po, de 10 unidades (valor declarado: 200 mg/ 5 ml de suspensio reconstituida)
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4.10 Conclusao

Os resultados obtidos nas andlises da matéria-prima indicaram a sua identidade e pureza,
permitindo, com isto, sua utilizagdo como substancia quimica de referéncia. Da mesma forma,
os resultados nas andlises das caracteristicas fisicas-quimicas das amostras demonstraram que
as mesmas encontram-se dentro das especificacdes farmacopéicas, podendo estas serem
utilizadas no desenvolvimento e validacdo de métodos de andlise destas preparacodes

farmacéuticas.
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5 CAPITULO I - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE
METODOLOGIA DE ANALISE QUANTITATIVA

5.1 Introducao

No decorrer do desenvolvimento, fabricacio e controle de qualidade de medicamentos,
¢ imprescindivel que se tenham controles, tanto de qualidade de produtos acabados como de
processos, que possibilitem obter dados precisos da condi¢do de uma preparagdo farmacéutica
ou de um processo. Estes dados somente serdo obtidos de forma confidvel se for através de
métodos analiticos validados, garantindo assim que tal método é adequado para uma anélise
pretendida.

Para validacdo de métodos analiticos de controle de qualidade, podem ser utilizados
guias que indicam os parametros a serem seguidos, tais como especificidade, linearidade,

precisdo, exatiddo e robustez (ICH, 2005; USP 29, 2006).

5.2 Métodos de determinac¢ao

Conforme serd apresentado a seguir, varios métodos, como o microbiolégico de
difusdo em agar, CLAE, espectrofotometria, CCD, entre outros, tém sido descritos para a
determinagdo de AZ em matérias-primas e formulagdes farmacéuticas.

A Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) disponibiliza monografias para AZ como
matéria-prima, na forma de cépsulas e suspensdo oral. O método descrito nesta farmacopéia,
para quantificacdo e estudos de dissolucdo de cédpsulas, € a CLAE, que indica a utilizag@o de
fase mével com pH elevado (pH = 11), coluna cromatogrifica especifica (gama-alumina) e
detector eletroquimico. O teste de dissolugdo preconizado indica: a) meio de dissolugéo:
solug@o tampdo de fosfato de sédio pH 6,0, contendo 0,1 % de tripsina (900 ml); b) aparato:
pé, 100 rpm; c¢) tempo de coleta: 45 minutos, d) liberagdo minima de 75 % e e) temperatura:
37°C+£0,5°C.

Na Farmacopéia Brasileira IV (2003) encontram-se disponiveis monografias para
matéria-prima e capsulas. O método de determinagdo da poténcia de AZ € o microbiolégico

de difusdo em agar, utilizando Microcroccus luteus ATCC 9341 como microrganismo teste. O
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teste de dissolugdo ndo se encontra descrito nessa farmacopéia. Para comprimidos ndo foram
encontradas monografias oficiais.

A avaliag@o da poténcia de AZ em formas farmacéuticas pelo método de difusdo em
dgar tem sido proposta por alguns autores. Turcinov e Pepeljnjak (1998) determinaram a
poténcia de AZ através do método microbioldgico utilizando o modelo quadrado latino 8 x 8§,
com duas concentragdes da solugdo padrdo e duas da amostra, e testando a sensibilidade de
AZ frente a vérios microrganismos. O método apresentado por Breier et al. (2002) utilizou
Microcroccus luteus ATCC 9341 como microrganismo teste para avaliar a poténcia de AZ em
cépsulas e suspensdo oral, demonstrando linearidade, exatidao e precisdo. Salgado e Roncari
(2005) desenvolveram método microbioldgico por difusdo em 4dgar para a determinacdo de
AZ em solugdes oftalmicas. A concentragdo de trabalho foi de 1,66 mg/ml de AZ e o
microrganismo utilizado foi Bacillus subtilis ATCC 9372. O método demonstrou linearidade,
precisdo e exatiddo.

Gandhi et al. (2000) desenvolveram e validaram método por CLAE para quantificagdo
e estudo de dissolucdo de comprimidos e cipsulas contendo AZ. Os autores utilizaram coluna
Cis, fase movel constituida de acetato de amonia, acetonitrila: metanol e tetraidrofurano
(60:27:25:2,5, V/V), com vazdo de 1 ml/min e detector eletroquimico. Os estudos de
dissolugdo de trés produtos comerciais foram realizados, conforme monografia para AZ
céapsulas da USP 23, utilizando tampao fosfato de s6dio pH 6,0 como meio de dissolugdo,
sistema de pd e rotagdo de 100 rpm. Amostras (n=3) de cada produto foram coletadas em 35,
10, 15, 30, 45 e 60 minutos e avaliadas. O método demonstrou ser simples, exato e preciso
para o objetivo proposto.

Zubata et al. (2002) desenvolveram método por CLAE mais simples e com
equipamentos mais acessiveis, utilizando coluna C;g e fase mével constituida de tampao
fosfato de amonio: acetonitrila e metanol (60:20:20, V/V/V), com pH ajustado para 8,0 com
acido fosforico e deteccdo no ultravioleta, em 215 nm. Segundo os autores, 0 método pode ser
aplicado para andlise de teor e testes de dissolucdo. Os dados referentes a dissolugdo nédo
foram, no entanto, apresentados no referido trabalho.

A CLAE com detecc¢do no ultravioleta a 210 nm foi aplicada por Miguel e Barbas
(2003) para determinagédo de impurezas em AZ comprimidos. O método desenvolvido utilizou
duas fases méveis. A fase A era constituida de tampao fosfato de potéssio, pH 7,0, e a fase B
era constituida de uma mistura de acetonitrila: metanol (1:1, V/V). A elui¢do por gradiente foi
realizada a uma vazdo de 1 ml/min. Foi utilizada coluna C4, mantida a 50 °C. O método

proposto permitiu a separagdo de seis impurezas relacionadas a AZ.
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Debremaeker et al. (2003) desenvolveram método por CLAE acoplado a
espectrometria de massa. O método foi aplicado para avaliagdo da pureza de matéria-prima de
AZ, e apresentou algumas vantagens quando comparado aos métodos ja descritos por CLAE
com deteccdo no UV, como a possibilidade de detec¢do de novas substincias, com ganho de
tempo por ndo necessitar de isolamento e purificacio das substancias analisadas.

Li (2006) desenvolveu método por CLAE para a determinacdo de AZ cloridrato e
substancias relacionadas, em matérias-primas, utilizando coluna C;g, mantida a temperatura
de 40 °C e fase movel contendo tampdo fosfato de amonio (pH ajustado para 6,5 com
trietilamina) e acetonitrila (70:30, V/V). A vazio foi de 1 ml/min. e detec¢cdo no UV a 215
nm. O método demonstrou ser rdpido, simples e sensivel.

Um método espectrofluorimétrico foi desenvolvido por Khashaba (2002) para anélise
de antibidticos macrolideos, como a AZ, em formas farmacéuticas. O método demonstrou
linearidade, exatiddo, precis@o, robustez e aplicabilidade em formulagdes farmacéuticas.
Também ndo foram detectadas interferéncias de excipientes, além de ser mais simples e
econdmico do que os métodos descritos anteriormente.

A determinacido de AZ em formas farmacéuticas foi realizada por Nigovic e Simunic
(2003) através da voltametria em sistema ciclico, linear e pulso diferencial, utilizando
eletrodo de carbono. O método apresentou resultados comparaveis aos obtidos pelo método
oficial. Farghaly e Mohamed (2004) também desenvolveram método por voltametria em onda
quadrada equipado com eletrodo de carbono. O método demonstrou ser comparavel aos ja
descritos por CLAE, podendo ser utilizado para andlise de AZ em matérias-prima, em
preparagdes farmacéuticas e em fluidos bioldgicos.

Foi desenvolvido, por Komorsky-Lovric e Nogovic (2004), método para identificagio
de AZ, ciprofloxacino e 4cido 5-aminosalicilico através da voltametria equipada com eletrodo
de grafite, na forma ciclica e onda quadrada. Os autores propuseram o método para
determinagdo qualitativa, destes farmacos, em preparacdes farmacéuticas.

Song e Wang (2003) desenvolveram método baseado na reacdo de
quimioluminescéncia usando luminol e peréxido de hidrogénio. Este método demonstrou ser
econdmico, eficiente, sensivel e seletivo para AZ em preparacdes farmacéuticas e em fluidos
biolégicos.

Khedr e Sheha (2003) propuseram método por cromatografia em camada delgada para
a andlise de AZ em capsulas e matéria-prima. Nesta metodologia foram utilizadas placas de
silica-gel e fase mével constituida de hexano-acetato de etila-dietilamina (75:25:10, V/V/V).

O referido método mostrou seletividade, sensibilidade, exatiddo, precisdo, linearidade e
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robustez satisfatérias. Os autores sugeriram que o mesmo pode ser utilizado para a
determinagdo de impurezas de cipsulas e matéria-prima, uniformidade de contetdo, teste de
dissolucdo e estabilidade de capsulas.

Danielson et al. (1993) apresentaram método simples de identificacdo qualitativa e
quantitativa de antibidticos macrolideos por espectrofotometria no visivel, em 420 nm, através
da reacdo com 4cido sulfdrico concentrado. O método foi desenvolvido para andlise de
eritromicina, oleandomicina, troleandomicina, espiramicina e tilosina, € 0 mesmo demonstrou
ser aplicdvel para formulagdes e matérias-primas.

Gallagher e Danielson (1995) desenvolveram método espectrofotométrico para a
determinagdo de eritromicina, oleandomicina, espiromicina e tilosina em formulacdes
farmacéuticas, através de reagdes com ion férrico (Fe **) na presenca de mistura de acido
acético e dcido sulfirico. A reacdo produziu coloragdo a qual pode ser detectada a 592 nm.

Um sistema rdpido de identificacdo de antibidticos macrolideos, incluindo a AZ, foi
desenvolvido por Hu et al. (2006), como ferramenta de investigagdo de produtos falsificados.
O método foi baseado na reacdo entre dcidos concentrados e as substincias em andlise,
produzindo coloracdes que permitem a detecgdo e diferenciagdo dos antibiéticos macrolideos
presentes nas matérias primas e preparagdes farmacéuticas.

A determinacdo espectrofotométrica de seis firmacos contendo grupos doadores de
elétrons foi apresentada por Kelani et al. (1997). Foram testados azitromicina, cetoconazol,
clotrimazol, clozapina, oxamniquine e pimozida. O método foi baseado na formacdo de
produto da reagdo entre 2,3 — dicloro — 5,6 — diciano — p — benzoquinona (DDQ) e os
farmacos contendo os grupos doadores de elétrons, possibilitando leituras em 588 nm. O
método demonstrou ser aplicdvel para a determinagdo destas substincias em matérias-primas
e formas farmacéuticas.

Li et al. (2004) realizaram a determinag¢do de AZ por espectrofotometria baseados na
reacdo de transferéncia de carga entre o farmaco, como doador, e vermelho de alizarina, como
receptor, em solucdo etandlica. A absorbancia do complexo formado foi mensurada em 546
nm. O método demonstrou ser aplicavel para a determina¢do de AZ em formas farmacé€uticas.

Tian et al. (2005) validaram método espectrofotométrico para a determinacdo de
azitromicina no teste de dissolu¢do de comprimidos, também baseado na formacgido de
complexo entre a AZ e o vermelho de alizarina, com leitura em 538 nm. As condi¢des do teste
de dissolugdo foram 900 ml meio tampao fosfato de sédio (pH 6,0), a 100 rpm, tempo de

coleta de 45 minutos, com tolerancia de liberagdo minima de 75 % da quantidade declarada de
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AZ. O método demonstrou linearidade e aplicabilidade no teste de dissolugcdo de
comprimidos.

Huang et al. (2006) desenvolveram método espectrofotométrico através da interacdo
de azitromicina com 7,7,8,8 — tetracianoquinodimetano (TCNQ) e com &cido cloranilico (CL).
As absorbancias foram determinadas em 743 nm para o complexo com TCNQ e em 842 nm
para o complexo com CL. Ambos os métodos demonstraram aplicabilidade para a
determinag¢do de azitromicina em comprimidos.

Rachidi et al. (2006) realizaram a determinag¢@o de azitromicina por espectrofotometria
através da formacgdo de pares iOnicos entre o fAirmaco e o complexo inorgénico de tiocianato
seguido da extracdo com dicloroetano. O complexo formado apresentou coloracdo alaranjada
com maximo de absorbincia em 469 nm. As condigdes da reacdo foram estudadas e
otimizadas e o método demonstrou ser simples e aplicivel para a determinacdo de
azitromicina em formulagdes farmacéuticas e para o teste de dissolugdo de comprimidos.

Entre os métodos para avaliar AZ em fluidos bioldgicos encontram-se CLAE com
deteccdo amperométrica (SHEPARD et al., 1990; TANINAKA et al., 1999; MANDIC et al.,
2003), CLAE com deteccio por fluorescéncia (TORANO e GUCHELAAR, 1998; WILMS et
al., 2004; BAHRAMI et al., 2005), CLAE acoplado a espectrometria de massa (NIROGTI et
al., 2005) e voltametria (KIM et al., 2005). A comparagdo entre métodos por CLAE e
microbioldgico para a determinacdo de azitromicina foram apresentados em estudos clinicos
por Riedel et al. (1992). Estudos para a determinagdo de AZ em aguas da rede publica de
alguns municipios norte americanos foram realizados através da CLAE acoplada a

espectrometria de massas (KOCH et al., 2005).

5.3 Substancia quimica de referéncia

Como substincia quimica de referéncia foi utilizada a matéria-prima de AZ,

caracterizada conforme descrito anteriormente no item 4.

5.4 Amostras

As amostras utilizadas para a validagdo dos métodos andlise quantitativa de AZ em

preparagdes farmacéuticas, encontram-se descritas no item 4.3.
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5.5 Solventes e Reagentes

e Acetonitrila, Tedia®

* Acido sulfdrico concentrado (98%), Merck®
* Agua destilada

¢ Jodo ressublimado, Merck®

* Meio de cultura n°® 11, Difco®

* Metanol, Tedia®

* Tampao Fosfato de Potéssio, Tedia®

5.6 Equipamentos e acessorios

¢ Balanca analitica Sartorius®

e Banho ultra-sonico, Thornton®

e Bomba de vacuo, Primar®

¢ (Cilindros de aco inoxidavel (8 mm de didmetro interno x 10 mm de comprimento)
e Destilador, Biomatic®

 Espectrofotdmetros UV/VIS, Spectronic Genesys 2 ¢ Shimadzu® UV PC 1601

* Membrana filtrante de celulose, porosidade 0,45 pm, 13 mm, Sartorius®

e Micropipetador Transferpette Brand®

* Placas de petri (20 mm x 100 mm)

¢ Potencidmetro, Fieldlab Schott®

¢ TermOmetro de imersao, Incoterm®

5.7 Método espectrofotométrico através da reacao com acido sulfirico

Métodos espectrofotométricos na regido do UV sdo amplamente utilizados em
laboratorios de controle de qualidade devido, principalmente, a sua facilidade de execugdo e
ao seu baixo custo operacional. Para que determinado farmaco possa ser analisado por essa
técnica, o mesmo deve possuir grupamentos croméforos e ter absortividade adequada em
dado solvente. Os métodos espectrofotométricos para fins quantitativos devem ser livres de

interferéncia do solvente, de impurezas ou de excipientes (WATSON, 1999).
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O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar método analitico para a determinacio
de AZ em matérias-primas e formas farmacéuticas por espectrofotometria na regido do UV,

através de reacdo com acido sulftirico concentrado.

5.7.1 Desenvolvimento do método

O método de andlise foi desenvolvido através da reagcdo de dcido sulftirico concentrado
com AZ, em acetonitrila. As condi¢des da reacdo foram estudadas quanto ao volume do 4cido
(20 — 400 pl), tempo (10 — 15 min.) e temperatura (15 — 25 °C). As condi¢des experimentais
desenvolvidas para a andlise de AZ pelo método espectrofotométrico no UV, apés reacdo com

acido sulfarico, encontram-se na tabela 5.

Tabela 5 — Condi¢des experimentais desenvolvidas para andlise da AZ através da

espectrofotometria no UV, utilizando reacdo com acido sulfrico.

Caracteristica Descricao
Diluente Acetonitrila
Reagente 400 ul de Acido Sulfiirico Concentrado (98 %)
Cubeta Quartzo com 1 cm de percurso 6tico
Comprimento de onda 226 nm
Solugdo Branco 400 pl de 4cido sulftrico em 25 ml de Acetonitrila

As leituras de absorbancias foram realizadas em espectrofotometro, em 226 nm entre 10
e 15 minutos, a temperatura ambiente (25 °C), comparadas com um branco preparado nas

mesmas condi¢des.

5.7.2 Validag@o do método

A validacdo de um método proposto visa demonstrar a sua adequabilidade para a anélise

pretendida, garantindo que as condi¢Oes estabelecidas e a certificacdo de que suas
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caracteristicas satisfacam as exigé€ncias de especificidade, linearidade, precisdo, exatidao e

robustez (USP 29, 2006; ICH, 2005).

5.7.2.1 Especificidade

No estudo da especificidade do método foram avaliadas as possiveis interferéncias dos
excipientes presentes nas formulagdes comerciais de AZ. Amostras simuladas contendo os
excipientes presentes nos produtos farmacéuticos foram preparadas em conformidade com o
peso médio de cada produto farmacé€utico. Estas amostras foram diluidas em acetonitrila, em
dilui¢des equivalentes & SQR. Posteriormente as solugdes foram filtradas e a reagdo foi

conduzida nas mesmas condicdes descritas anteriormente, na Tabela 5.

5.7.2.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através de trés curvas de calibragcdo, preparadas em dias
diferentes, com 6 niveis de concentracio baseados na concentragdo de trabalho (70 pg/ml), a
qual possibilitou a obtencdo de valores de absorbancias adequados a anélise.

Para a obtencdo da curva de calibracdo pesou-se, analiticamente, 25 mg de AZ SQR e
transferiu-se para baldo volumétrico de 100 ml com o auxilio de 50 ml de acetonitrila. A
solu¢do foi colocada em equipamento de ultra-som durante 10 minutos e, em seguida,
completou-se 0 volume com o mesmo solvente. Desta solugdo foram retiradas, com o auxilio
de uma bureta, aliquotas de 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5 € 9,5 ml, que foram transferidas para baldes
volumétricos de 25 ml, aos quais se adicionaram quantidades de acetonitrila suficiente para
volume de 20 ml. Em seguida, as rea¢des foram conduzidas com a adicdo de 400 ul de 4cido
sulfirico em cada baldo, com posterior agitagdo de 1 minuto. Apds a agitagdo, os volumes
foram completados com acetonitrila e as leituras foram realizadas em espectrofotometro, em
226 nm, em compara¢do com branco preparado nas mesmas condi¢des (400 pl de 4cido
sulftrico sobre 20 ml de acetonitrila, em baldo de 25 ml, com 1 minuto de agitacio e posterior

ajuste de volume final, com o mesmo solvente).



45

5.7.2.3 Precisao

Foram pesados, individualmente, 20 comprimidos dos Produtos A e B, que
posteriormente triturados até formacdo de um p6 finamente dividido. Também foram pesadas
10 unidades do Produto C e seus conteidos foram misturados. Destas amostras foram
pesadas, analiticamente, quantidades equivalentes a 87,5 mg de AZ dihidratada, e transferidas
para baldao de 50 ml, com o auxilio de 40 ml de acetonitrila. As mesmas foram colocadas em
ultra-som, durante 10 minutos e apds completou-se o volume com mesmo solvente. As
solugdes foram homogeneizadas e filtradas através de filtros quantitativos (Schleicher &
Schuell). Do filtrado diluiram-se aliquotas até concentracdo de 350 pg/ml. Destas solucdes,
retiraram-se aliquotas de 5 ml, que foram transferidas para baldes volumétricos de 25 ml. As
reacOes foram conduzidas conforme descrito anteriormente no item 5.7.2.2.

As determinagdes de AZ foram realizadas no mesmo dia (n=6), em dias diferentes
(n=3), com operadores e equipamentos diferentes. Os resultados foram avaliados
estatisticamente quanto ao desvio padrdo, coeficiente de variacdo e andlise de varidncia
(ANOVA).

A concentracdo de AZ nas amostras foi calculada através da seguinte equacao:

Ca=(Aa.Csqr)/ Asqr

Onde:

Ca = Concentracdo de AZ na amostra
A = Absorbancia absoluta da amostra
C sor = Concentragdo da SQR

A sor = Absorbancia da SQR

O valor percentual de AZ nas amostras foi calculado através da seguinte equagio:

Ca% = (Ca . 100) / Cr

Onde:
Ca% = Concentragdo da amostra em percentagem
Ca = Concentracao de AZ encontrada na amostra

Cr = Concentracio de AZ tedrica na amostra
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5.7.2.4 Exatidao

Na avaliacdo da exatiddo foram comparados, através da ANOVA, os resultados
obtidos na precisdo do método proposto com aqueles obtidos através do método oficial
descrito na Farmacopéia Brasileira IV (2003).

O método oficial para a determinacdo da poténcia de AZ é o microbioldgico de
difusdo em d&gar utilizando cilindros. Para a execuc¢do deste método as amostras foram
preparadas pesando-se, individualmente, 20 comprimidos contendo AZ, das marcas A e B, e
10 unidades de p6 para suspensdo. Estas amostras foram trituradas e homogeneizadas, e
destas, pesadas aliquotas equivalentes a 25 mg de AZ. As mesmas foram transferidas para
baldes volumétricos de 25 ml e completados os volumes com metanol. Logo apds foram
agitadas, filtradas e diluidas em solugéo estéril de tampao fosfato de potéssio 0,1 M (pH 8,0),
para obter solucdes com concentracdes de 0,1 pg/ml, 0,2 pg/ml e 0,4 pg/ml. A solugdo da
SQR foi preparada pesando-se o equivalente a 25mg de AZ, e seguindo-se o mesmo
procedimento definido anteriormente para as amostras. As condigdes do método estdo

descritas a seguir:

Tabela 6 — Condigdes experimentais utilizadas na analise de AZ pelo método microbiolégico

de difusdo em agar.

Condicoes Descricao

Concentragdes de Trabalho 0,1 pg/ml; 0,2 pg/ml; 0,4 pg/ml

Microrganismo Micrococcus luteus ATCC 9341
Camada base Meio 11 (20 ml)
Camada semeada (1 %) Meio 11 (5 ml)
Diluente 1° Metanol
Diluente 2° Tampao fosfato de potassio 0,1 M (pH 8,0)
Volume de amostra 20 ul

Especificagcdes da Poténcia 90 % - 110 %
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5.7.2.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada através da andlise da estabilidade das solucdes de
AZ SQR e amostras, ambas na concentragdo de 350 pg/ml, diluidas em acetonitrila, as quais
foram mantidas a 4 °C e a temperatura ambiente (25 °C + 2 °C), por 48 horas. As amostras
foram analisadas apds os tempos de 0 e 48 horas, empregando procedimento descrito

anteriormente.

5.7.3 Resultados e discussdo

Devido & baixa absortividade da AZ na regido do ultravioleta (KANFER, 1998;
HUEBRA, 2005), os métodos espectrofotométricos encontrados na literatura para esta
farmaco envolvem reacdes para a deteccdo na regido do visivel, através de reagdes por
complexacdo (KELANI et al., 1997; LI et al., 2004; TIAN et al., 2005; HUANG et al., 2006;
RACHIDI, et al., 2006).

Em 1993, Denielsen et al. apresentaram método espectrofotométrico na regido do
visivel, através de reagdo com 4cido sulftrico, para a determinagdo de alguns macrolideos,
como eritromicina, oleandomicina, troleandomicina, espiramicina e tilosina. Os autores
sugeriram que esta reacdo foi devido a presenca de moléculas de agicares na estrutura
quimica destes antibidticos. Hu et al. (2005) também aplicaram esta reacdo com acido para
identificacdo de macrolideos, dentre os quais se encontrava a AZ. No entanto a reacdo nao foi
aplicada para fins de quantificagdo de farmacos.

Diversos estudos foram realizados para o estabelecimento das condi¢cdes do método,
como: variacdo do volume de 4cido adicionado, determinag¢do do tempo para a ocorréncia
completa da reacdo e para a leitura, e temperatura.

Os volumes de dcido testados variaram de 20 a 400 pl, e foram avaliados em periodo
de tempo de 0 a 160 minutos. De acordo com os resultados obtidos (Figura 3), o volume
escolhido para a reagdo foi de 400 pl, a fim de se garantir a totalidade da reacdo, com menores
riscos de interferéncia das possiveis variagdes de temperatura. Conforme pode ser observado,
o tempo entre 10 e 15 minutos para a leitura, apds a adi¢do de 400 pl de acido, foi suficiente

para completar a reacao.
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Figura 3 — Avaliacdo da velocidade de reagdo através da variacdo do volume de acido sulftrico.

A influéncia da temperatura na reacdo foi igualmente avaliada. As temperaturas
estudadas foram: 15 °C, 20 °C e 25 °C. Conforme os resultados obtidos (Figura 4), os valores
das leituras, nas diferentes temperaturas, foram similares no intervalo de 10 a 20 minutos,
ap6s a adicdo do 4cido. Com isto, as leituras foram realizadas nos tempos entre 10 e 15
minutos apds a adicdo do 4cido, com uma pequena reducdo do intervalo, para fins de

agiliza¢do do método.
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Figura 4 — Avaliacdo das absorbancias em func@o do tempo, em diferentes temperaturas, apds a reacdo com

acido sulfirico.

Apbés o desenvolvimento, o método foi validado quanto aos parametros de
especificidade (avaliada através da influéncia dos excipientes), linearidade (avaliada através

do coeficiente de correlagdo de Pearson e de ANOVA), preciséo (avaliada através do CV %),
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exatiddo (avaliada através de andlise comparativa com um método caracterizado e validado) e
robustez (através da avaliacdo da estabilidade das solucdes). Segundo a Resolugdo n°® 899
(BRASIL, 2003a), os limites de quantificacdo e de detec¢c@o ndo necessitam ser determinados
quando o método tiver por objetivo a quantificagdo de principios ativos em preparacdes
farmacéuticas e matérias-primas, motivo pelo qual estes pardmetros nao foram avaliados para
o presente método.

Para avaliagdo da especificidade do método foram realizadas andlises com amostras
simuladas de excipientes dos produtos A, B e C. Conforme resultados apresentados na Figura
5, ndo houve interferéncia significativa dos excipientes, para ambas as amostras de
comprimidos, no comprimento de onda de 226 nm. Para a amostra simulada de p6 para
suspensdo verificou-se uma pequena interferéncia em 226 nm. Ressalta-se que a amostra
simulada foi preparada com os mesmos excipientes presentes na formula¢do do pd, sem
representar, no entanto, a férmula exata. Além disso, estudos comparativos entre os resultados
obtidos através do método espectrofotométrico, com aqueles obtidos com o método
microbioldgico, demonstraram que ndo houve diferenca entre os teores obtidos por ambos os
métodos, indicando que esta interferéncia ndo foi reproduzida na andlise das amostras,

sugerindo a especificidade do método.
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Figura 5 — Representagdo grafica da sobreposi¢do dos espectros de absorc¢do, obtidos por espectrofotometria no
UV, da solugdo de SQR (P), de amostra (A) e de solugdo simulada de excipientes dos Produtos A (a), B (b) e C

(c), apds reag@o com dcido sulftrico.

Os valores definidos para os 6 niveis de concentragdo da curva de calibragdo foram

baseados numa faixa de 65 a 135 % da concentragdo de trabalho de 70 pg de AZ. As
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absorbancias obtidas nas trés curvas de calibracio encontram-se na Tabela 7, onde se observa

que os valores de coeficiente de variacdo das leituras de absorbancias foram < 2 %, com valor

médio de coeficiente de variag@o entre as curvas de 0,73 %.

A curva de calibracdo obtida para avaliacdo da linearidade (Figura 6), apresentou valor

de coeficiente de correlagio de Pearson superior a 0,99. Os resultados obtidos

estatisticamente, através do método dos minimos quadrados e da andlise de varidncia

(ANOVA) encontram-se na Tabela 8. A avaliacdo estatistica demonstrou que a regressio

linear foi significativa, ndo havendo desvio da linearidade. Os resultados obtidos confirmam,

assim, a linearidade do método proposto.

Tabela 7 — Valores de absorbancias obtidos na determinag@o da curva de calibra¢do da AZ por

espectrofotometria no UV, apds reacdo com acido sulfirico.

Concentracao Absorbancias
(ug/ml) 1° dia 2° dia 3 °dia Média CV %
45 0,320 0,316 0,314 0,317 0,96
55 0,389 0,387 0,386 0,387 0,39
65 0,460 0,470 0,468 0,466 1,14
75 0,543 0,541 0,544 0,543 0,28
85 0,626 0,625 0,618 0,623 0,70
95 0,685 0,697 0,688 0,690 0,91
CV % = coeficiente de varia¢do percentual Média CV % 0,73
0.800 - y = 0,0076x - 0,0258
0’700 i r =0,9997
" 0,600 ~
.g 0,500 A
& 0,400 -
';g 0,300 A
2 0,200 ~
< 0,100 -
0,000 \ \ \ \ |
0,0 20,0 40,0 60,0 80,0 100,0
Concentracao (ug/ml)

Figura 6 — Representacdo grafica da curva de calibragido da AZ, por espectrofotometria no UV, apds reagdo com

acido sulfirico.
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Tabela 8 — Tratamento estatistico dos resultados obtidos na curva de calibragéo, pelo método
dos minimos quadrados e ANOVA, para o método espectrofotométrico no UV, ap6s reacio

com acido sulfurico.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 45-95 pg/ml
Equagdo: y=ax +b y =0,0076x — 0,0258
Inclinacdo (a) * desvio padrio 0,0076x £ 0,0001
Intercepto (b) £ desvio padrdo -0,0258 = 0,0060
Coeficiente de correlacio (1) 0,9997
Analise de Variancia Resultados *
Regressdo linear 18065,09 (4,75)
Desvio da linearidade 1,75 (3,26)

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

A precisio do método foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dia) e precisdo
intermedidria (entre-dias), com operadores e equipamentos diferentes, e os resultados obtidos
encontram-se nas tabelas 9, 11 e 13. Os valores de CV obtidos para comprimidos foram
inferiores a 2 %, tanto para as andlises intra-dias quanto para as andlises entre-dias. Os valores
de CV obtidos para o pd para suspensdo oral foram inferiores a 3 %. De acordo com a
Resolucdo n® 899 (BRASIL, 2003a), os valores de CV obtidos devem ser inferiores a 5 %
para indicar a precisdo do método. A comparacdo dos resultados obtidos entre-dias, foi
realizada através da ANOVA (Tabelas 10, 12 e 14), que demonstrou ndo haver diferenca
significativa entre os mesmos, para p = 0,01, para todos os produtos avaliados. Os resultados

obtidos confirmam a precisdo do método.
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Tabela 9 — Valores experimentais referentes a determinacido de AZ em comprimidos (Produto

A), por espectrofotometria no UV, apds reacdo com 4cido sulftrico.

Teor de AZ nos comprimidos

Amostras 1° dia 2° dia 3° dia*

(mg/comp) (%) (mg/comp) (%) (mg/comp) (%)

! 50890 101,78 508,10 10,62 511,60 102,32
2 493,50 98,7 505,15 101,03 511,60 102,32
3 49760 99,52 506,15 10123 51060 102,12
4 503,75 100,75
> 500.68 100,136
6 496,60 9932
Média 500,17 100,03 506,47 10120 51127 10225
CV% 111 0,30 0.11

* Diferente analista e equipamento.

Tabela 10 — Andlise de varidncia (ANOVA) dos resultados obtidos na avaliagcdo do Produto

A, em diferentes dias, por espectrofotometria no UV, ap6s reacdo com dcido sulftrico.

Fontes de Soma dos

GL Variancia F*
variaciao Quadrados
Entre 2 10,45 5,23 7,43 (8,02)
Residuo 9 6,33 0,70
Total 11 16,78

*Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,01.
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Tabela 11 — Valores experimentais referentes a determinagdo de AZ em comprimidos

(Produto B), por espectrofotometria no UV, apds reagdo com acido sulftrico.

Teor de AZ nos comprimidos

Amostras 1° dia 2° dia 3° dia*

(mg/comp) (%) (mg/comp) (%) (mg/comp) (%)

! 51895 103,79 505,50 101,10 530,60 106,12
2 534,60 106,92 512,00 10240 51520 103,04
3 527,75 105,55 520,00 10400 52855 105,71
4 527,75 105,55
> 528,70 105,74
6 54630 109,26
Média 53068 106,14 512,50 10250 52478 104,96
CV% 1,72 1,42 1,59

* Diferente analista e equipamento.

Tabela 12 — Andlise de varidncia (ANOVA) dos resultados obtidos na avaliagcdo do Produto

B, em diferentes dias, por espectrofotometria no UV, apds reagdo com 4cido sulftrico.

Fontes de Soma dos .
GL Variancia F*
variaciao Quadrados
Entre 2 26,43 13,21 4,48 (8,02)
Residuo 9 26,53 2,95
Total 11 52,96

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,01.
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Tabela 13 — Valores experimentais referentes a determinacdo de AZ em pd para suspensio

(Produto C), por espectrofotometria no UV, apds reagdo com acido sulftrico.

Teor de AZ nos pés para suspensao

Amostras 1° dia 2° dia 3° dia*
(mg/Sml) (%) (mg/Sml) (%) (mg/Sml) (%)
! 203,80 101,9 195,60 97,80 193,40 96,7
2 191,80 95,9 186,80 93,40 189,80 94,9
3 205,40 102,7 188,40 94,20 192,60 96,3
4 199,40 99,7
> 196,60 98,3
6 203,80 101,9
Média 200,13 100,07 190,27 95,13 191,13 95,97
CV% 2,62 2,46 0,98

* Diferente analista e equipamento.

Tabela 14 — Andlise de varidncia (ANOVA) dos resultados obtidos na avaliagcdo do Produto

C, em diferentes dias, por espectrofotometria no UV, apds reagdo com 4cido sulftrico.

Fontes de Soma dos .
GL Variancia F*
variacao Quadrados
Entre 2 62,24 31,12 5,95 (8,02)
Residuo 9 47,04 5,23
Total 11 109,29

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,01.

A exatiddo de um método analitico € definida como a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor verdadeiro. Os processos mais utilizados
para avaliar a exatiddo de um método s@o baseados no uso de materiais de referéncia
certificados; na comparagdo do método proposto com o método de referéncia; no uso de

ensaios de adi¢@o de padrao (recuperagdo) e em estudos colaborativos (ICH, 2005).
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No presente estudo, a avaliacdo da exatiddao foi realizada através da comparagdo dos
resultados obtidos entre o método proposto e o método microbioldgico descrito na
Farmacopéia Brasileira (2003). A comparagdo dos resultados obtidos por ambos os métodos
foi realizada através de ANOVA, que demonstrou nao haver diferenca significativa entre os

mesmos (Tabela 15), indicando exatidao equivalente (p<0,05).

Tabela 15 — Comparagdo estatistica (ANOVA) entre o método espectrofotométrico na regiao
do UV, apds reacdo com 4cido sulfirico, e o0 método microbioldgico descrito na Farmacopéia

Brasileira IV (2003).

Método
Espectrofotométrico Método Oficial FP
Produtos % + DP? CV% % + DP? CV% Entre
Métodos
Protudo A 102,25+ 0,11 0,11 102,85 + 1,06 1,03 1,17 (6,61)
Produto B 102,50 £ 1,45 1,41 103,33+ 1,14 1,10 0,76 (6,61)
Produto C 95,13 +2,34 2,46 97,16 £ 0,90 0,93 2,44 (6,61)

*DP = desvio padrido

b A oy
Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

A robustez de um método € a medida da sua capacidade de permanecer inalterado sob
pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos, provendo indicacdo da sua
dependéncia durante o uso normal. Deve ser considerada durante o processo de
desenvolvimento do método, pois se for constatado que o método é susceptivel a variacdes
nas condicdes analiticas, e estas deverdo ser controladas e precaugdes devem ser incluidas no
procedimento (BRASIL, 2003a). A estabilidade das solu¢des analiticas, a variagdo do pH das
solugdes, a temperatura e o uso de solventes de diferentes fabricantes sdo alguns dos fatores
que podem ser considerados na avalia¢do da robustez.

A estabilidade das solugdes analiticas foi avaliada para demonstrar a robustez do
método, através do estudo da estabilidade do farmaco por até 48 horas, a temperatura
ambiente (25 °C). Neste estudo foram mantidas as mesmas condi¢cdes descritas na Tabela 35,

para a reacdo, e os resultados de absorbancia obtidos foram similares aos resultados do dia



56

anterior, demonstrando com isto a robustez do método frente a variagdes de tempo, com o
farmaco em solucio.

Entretanto, durante o processo de otimiza¢do do presente método também foi possivel
verificar que pequenas variagdes no volume de dcido e na temperatura nido provocaram
alteracdes significativas nos resultados, num intervalo entre 10 e 20 minutos apds a adicdo do
dcido sulfdrico (Figuras 3 e 4).

O método espectrofotométrico, através da reacdo do farmaco com 4acido sulfirico,
utilizando as condi¢des descritas na Tabela 5, mostrou-se adequado para quantificagdo de AZ
em comprimidos e p6 para suspensdo, apresentando simplicidade, especificidade, linearidade,

precisdo e exatidao.

5.8 Método espectrofotométrico através da reacao por complexo de transferéncia

de carga com iodo

O objetivo deste estudo foi desenvolver e validar método analitico para a determinacao
de AZ em matérias-primas e formas farmacéuticas por espectrofotometria na regido do UV,

através de reacdo por complexo de transferéncia de carga com iodo.

5.8.1 Desenvolvimento do método

As condicdes da reagdo que foram estudadas no desenvolvimento deste método foram:
volume (3 ml a 5 ml) e concentragcdo (0,005 M a 0,01 M) da solucdo de iodo; tempo de leitura
através do perfil da reacdo e temperatura (15 °C, 20 °C e 25 °C). As condi¢des experimentais
desenvolvidas para a andlise da AZ pelo método espectrofotométrico no UV, apds reacdo por

complexo de transferéncia de carga com iodo, encontram-se na Tabela 16.
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Tabela 16 — Condi¢des experimentais desenvolvidas para andlise da AZ através da

espectrofotometria no UV, utilizando reacdo por complexo de transferéncia de carga com

iodo.
Caracteristica Descricao
Diluente Acetonitrila
Reagente 3 ml de solu¢do de iodo 0,005 M, em acetonitrila
Cubeta Quartzo com 1 cm de percurso 6tico
Comprimento de onda 363 nm
Solugéo Branco 3 ml de solug@o de iodo 0,005 M em 25 ml de Acetonitrila

As leituras de absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro, em 363 nm entre 10
e 15 minutos, a temperatura ambiente (25 °C), comparadas com um branco preparado nas

mesmas condi¢des.

5.8.2 Validagdo do método

Foram avaliados os seguintes parimetros: especificidade, linearidade, precisdo, exatidao

e robustez (USP 29, 2006; ICH, 2005).

5.8.2.1 Especificidade

No estudo da especificidade do método foram avaliadas as possiveis interferéncias dos
excipientes presentes nas formulagdes comerciais de AZ. Foram pesadas quantidades de
amostra simulada de excipientes, equivalentes ao peso médio dos comprimidos e do p6 para
suspensdo, as quais foram diluidas em acetonitrila. Posteriormente as solucdes foram filtradas

e a reacdo foi conduzida nas mesmas condi¢des descritas anteriormente, na Tabela 16.



58

5.8.2.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através de trés curvas de calibragdo, preparadas em dias
diferentes, com 5 niveis de concentracdo baseados na concentracdo de trabalho (8 pg/ml), a
qual possibilitou a obtencado de valores de absorbancias adequados a andlise.

Para a obtencdo da curva de calibracdo pesou-se, analiticamente, 10 mg de AZ SQR e
transferiu-se para balao volumétrico de 100 ml com o auxilio de 50 ml de acetonitrila. A
solu¢do foi colocada em equipamento de ultra-som durante 10 minutos e, em seguida,
completou-se 0 volume com o mesmo solvente. Desta solugdo foram retiradas, com o auxilio
de uma bureta, aliquotas de 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e 3,0 ml, que foram adicionadas em baldes
volumétricos de 25 ml. Em seguida, as reagdes foram conduzidas com a adi¢do de 3 ml de
solu¢d@o de iodo 0,005 M em cada baldo, com posterior agitagdo de 1 minuto. Apds a agitacdo,
os volumes foram completados com acetonitrila e as leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro, em 363 nm, em comparagdo com branco preparado nas mesmas condi¢des
(3 ml de solucdo de iodo 0,005 M, em baldo de 25 ml, com 1 minuto de agitacio e posterior

ajuste de volume final, com o mesmo solvente).

5.8.2.3 Precisdo

Foram pesados individualmente, 20 comprimidos dos Produtos A e B, que
posteriormente triturados até formacdo de um p6 finamente dividido. Também foram pesadas
10 unidades do Produto C e misturados. Destas amostras foram pesadas analiticamente,
quantidades equivalentes a 50 mg de AZ dihidratada, e transferidas para baldo de 50 ml, com
o auxilio de 40 ml de acetonitrila. As mesmas foram colocadas em ultra-som, durante 10
minutos, e apds completou-se o volume com mesmo solvente. As solucdes foram
homogeinizadas e filtradas através de filtros quantitativos (Schleicher & Schuell). Do filtrado
diluiram-se aliquotas até concentragdo de 100 pg/ml. Destas solugdes, retiraram-se aliquotas
de 2 ml, que foram transferidas para baldes volumétricos de 25 ml. As reagdes foram
conduzidas conforme descrito anteriormente no item 5.8.2.2.

As determinacdes de AZ foram realizadas no mesmo dia (n=6), em dias diferentes
(n=3), com operadores e equipamentos diferentes. Os resultados foram avaliados
estatisticamente quanto ao desvio padrdo, coeficiente de variacdo e andlise de varidncia

(ANOVA).
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A concentracdo de AZ nas amostras analisadas foi calculada conforme descrito no

item 5.7.2.3.

5.8.2.4 Exatidao

Assim como no método anterior, a exatiddo do presente método foi avaliada através da
comparagdo por ANOVA, dos resultados obtidos na precisdo do método proposto, com
aqueles obtidos no método oficial descrito na Farmacopéia Brasileira IV (2003), utilizando as

condicdes descritas no item 5.7.2.4.

5.8.2.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada através da andlise da estabilidade das solucdes de
AZ SQR e amostras, ambas na concentragdo de 100 pg/ml, diluidas em acetonitrila, as quais
foram mantidas a 4 °C e a temperatura ambiente (25 °C + 2 °C), por 48 horas. As amostras
foram analisadas apds os tempos de 0 e 48 horas, empregando procedimento descrito

anteriormente.

5.8.3 Resultados e discussdo

Reag¢des de complexo de transferéncia de cargas t€m sido utilizadas para a determinacao
de farmacos contendo grupos nitrogenados, doadores de elétrons. O iodo tem sido utilizado
como aceptor ¢ na andlise de farmacos como fluoxetina e sertralina (BEBAWY et al., 1999),
lanzoprazol e pantoprazol (MOUSTAFA, 2000), loperamida (SHERIF et al., 2000),
cefalosporina (SALEH et al., 2001), clobetazol (MOSTAFA et al., 2002), carvedilol
(CARDOSO et al, 2007), entre outros. A AZ contém grupo nitrogenado, o que motivou a
aplicacdo desta reagdo ao farmaco.

A solugdo de iodo 0,005 M em acetonitrila apresenta trés maximos de absor¢do; em 211
nm, 290 nm e 461 nm, o que corrobora com dados da literatura para os ions I e I, (KEBEDE,
1998). Esta mesma solugdo apresenta cor marrom, caracteristica da solucdo de iodo em

solventes orgénicos, a qual muda para amarelo-limdo na presenca de AZ, sugerindo que a
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formacdo do complexo entre AZ e o iodo seja responsdvel pela mudanga de coloracdo. Este
complexo formado apresenta trés maximos de absorcdo, em 220 nm, 292 nm e 363 nm, de
acordo com as bandas caracteristicas de fon triiodeto (I3"), em processos de complexacdo
(KEBEDE, 1998; SHARGHI et al., 1999). Com isto, o comprimento de onda escolhido para
as leituras do complexo formado foi de 363 nm, pois 0 mesmo ndo coincide com 0s outros
maximos obtidos pelos fons I e I, os quais ndo fazem parte do complexo.

Virios estudos foram realizados para o estabelecimento das condicdes do método,
como: variagdo do volume e concentracdo da solucdo de iodo, determinacdo do tempo para a
ocorréncia completa da reacdo e para a leitura, e temperatura.

Os volumes das solugdes de iodo testados foram de 3 a 5 ml, nas concentragdes de
0,005 M e 0,01 M, e foram avaliados em periodo de tempo de 0 a 40 minutos. Em testes
preliminares, foi observado que € necessario pelo menos 1,5 ml de solugdo de iodo 0,005 M
para que haja um excesso de iodo, permitindo a formacdo do complexo com a AZ, com
valores de absorbéncia proporcionais a concentragdo de AZ na solugfo analisada. No entanto,
conforme vai-se aumentando o volume da solucio de iodo, o grau de interferéncia do branco
também aumenta, no comprimento de onda de formacgao do complexo( 363 nm). Com isto, foi
utilizado o menor volume da solug¢do de iodo, cuja interferéncia do branco fosse a menor
possivel, mantendo-se o excesso de iodo para a garantia da proporcionalidade entre as
absorbancias e as concentragdes de AZ.

Também, no estudo do tempo de reacio, foi verificado que os picos formados em 363
nm, relacionados ao complexo por transferéncia de carga com iodo, apresentam uma pequena
instabilidade, com tendéncia a um discreto aumento nos valores de absorbancia, no decorrer
do tempo. Com isto, observou-se a necessidade de se igualar o intervalo de tempo entre a
adi¢do da solugdo de iodo e as leituras, para as amostras e a SQR. O tempo escolhido para a
leitura foi de 15 minutos, pois em tempos inferiores a este, foram observados maiores
variagdes nos valores das absorbancias, entre os intervalos de leitura. Isto pode ser visto na
Figura 7, onde a reacdo de formagdo do complexo tende a atingir seu méximo de absorbancia
a partir dos 15 minutos, ap6s a adicdo da solugdo de iodo.

Os resultados das absorbancias em diferentes volumes e concentragdes encontram-se
na Figura 7, e a interferéncia do branco no comprimento de onda de 363 nm pode ser
observado na Figura 9.

Com base no que foi descrito anteriormente, o volume mais adequado para a reagdo foi

de 3 ml, com um tempo de 15 minutos para a leitura, apds a adi¢cdo da solucao de iodo.
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Figura 7 — Avaliagdo da velocidade de reacdo através da variagdo do volume e da concentragdo, da solucio de

iodo.

A influéncia da temperatura na reago foi avaliada, nas temperaturas de: 15 °C, 20°C e
25 °C. Conforme os resultados obtidos (Figura 8), observa-se que as leituras obtidas, em 15
minutos apds a adi¢do da solucdo de iodo, nas diferentes temperaturas utilizadas, foram muito
proximas, indicando que a influéncia da temperatura, na faixa estudada, ndo foi

representativa.

0,6+
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0,3+

0,21

Absorbancias

0,11

15°C 20 °C 25°¢
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Figura 8 — Avaliacdo das absorbancias nas diferentes temperaturas, apds a reagcdo por complexo de transferéncia

de carga com iodo 0,005 M.
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Apdés o desenvolvimento, o método foi validado quanto aos parametros de
especificidade (avaliada através da influéncia dos excipientes), linearidade (avaliada através
do coeficiente de correlagdo de Pearson e de ANOVA), preciséo (avaliada através do CV %),
exatiddo (avaliada através de andlise comparativa com um método caracterizado e validado) e
robustez (através da avaliacdo da estabilidade das solucdes).

Para avaliacdo da especificidade do método foram realizadas andlises com amostras
simuladas de excipientes dos produtos A, B e C. Conforme os resultados apresentados na
Figura 9, ndo houve interferéncia significativa dos excipientes, para ambas as amostras de
comprimidos, no comprimento de 363 nm. Porém na amostra simulada de excipiente do p6
para suspensio, verificou-se uma pequena interferéncia em 363 nm. Acredita-se que, pelo fato
da amostra simulada de excipiente ndo representar a férmula exata dos produtos analisados,
esta interferéncia pode nao estar sendo reproduzida nos resultados obtidos no teste de precisao
do método, com as amostras. Isto corrobora com a andlise estatistica comparativa entre o
método proposto e o método oficial, a qual ndo apresentou diferenca significativa entre
ambos. Deste modo, sugere-se que a especificidade do presente método esteja garantida, para

a determinacdo de AZ nas preparagdes farmacéuticas analisadas.

1.000 T T

0,500

Ahaarhincias

200.0 3000 400.0 S00.0 E00.0
Comprithento de ofda ()

0.a00

Figura 9 — Representagdo grafica da sobreposi¢do dos espectros de absorc¢do, obtidos por espectrofotometria no
UV, da solu¢do de SQR (P), de amostra (A), do branco (B) e das amostras simuladas de excipientes, dos

Produtos A (a), B (b) e C (c), apds reagdo por complexo de transferéncia de carga com iodo.
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Os valores definidos para os 5 niveis de concentracdo da curva de calibracdo foram
baseados numa faixa de 50 a 150 % da concentragdo de trabalho de 8 pg de AZ. As
absorbancias obtidas nas trés curvas de calibracdo encontram-se na Tabela 17, onde se
observa que os valores de coeficiente de variacdo foram < 2 %, com valor médio de

coeficiente de variacdo entre as curvas de 1,72 %.

Tabela 17 — Valores de absorbancias obtidos na determinagd@o da curva de calibragdo da AZ

por espectrofotometria no UV, através da reacdo por complexo de transferéncia de carga com

iodo.
Concentracao Absorbancias
(ug/ml) 1° dia 2° dia 3 °dia Média CV %

4 0,222 0,224 0,230 0,225 1,85
6 0,355 0,342 0,345 0,347 1,96
8 0,462 0,457 0,466 0,461 0,98
10 0,565 0,577 0,586 0,576 1,83
12 0,675 0,691 0,702 0,689 1,97

Média CV % 1,72

CV % = coeficiente de variagdo percentual

A curva de calibracdo obtida para avaliacdo da linearidade, apresentou valor de
coeficiente de correlacdo de Pearson superior a 0,99 (Figura 10). Os resultados obtidos
estatisticamente, através do método dos minimos quadrados e da andlise de varidncia
(ANOVA) encontram-se na Tabela 18. A avaliacdo estatistica demonstrou que a regressao
linear foi significativa, ndo havendo desvio da linearidade. Os resultados obtidos confirmam,

assim, a linearidade do método proposto.
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Figura 10 — Representacdo grifica da curva de calibragdo da AZ por espectrometria no UV, apds reagdo por

complexo de transferéncia de carga com iodo.

Tabela 18 — Tratamento estatistico dos resultados obtidos na reta de calibracio, pelo método
dos minimos quadrados e ANOVA, para o método espectrofotométrico no UV, através de

reacdo por complexo de transferéncia de carga com iodo.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 8-12 pg/ml
Equacdo:y=ax+b y =0,0076x — 0,0258
Inclinagéo (a) £ desvio padrio 0,0578x £ 0,002
Intercepto (b) £ desvio padrdo -0,0027 £ 0,001
Coeficiente de correlagdo (1) 0,9999
Anadlise de Variancia Resultados *
Regressao linear 5290,36 (4,96)
Desvio da linearidade 0,36 (3,71)

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

A precisio do método foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dia) e precisdo
intermedidria (entre-dias), com operadores e equipamentos diferentes, e os resultados obtidos
encontram-se nas tabelas 19, 21 e 23. Os valores de CV obtidos para comprimidos e pd para

suspensdo, foram inferiores a 2 %, tanto para as andlises intra-dias quanto para as andlises
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entre-dias. De acordo com a Resolugdo n° 899 (BRASIL, 2003a), os valores de CV obtidos
devem ser inferiores a 5 % para indicar a precisdo do método. A comparacdo dos resultados
obtidos entre-dias foi realizada através da ANOVA (Tabelas 20, 22 e 24), que demonstrou
ndo haver diferenca significativa entre os mesmos, para p = 0,05, para todos os produtos

avaliados. Os resultados obtidos confirmam a precisao do método.

Tabela 19 — Valores experimentais referentes a determinagdo de AZ em comprimidos
(Produto A), por espectrofotometria no UV, através de reagdo por complexo de transferéncia

de carga com iodo.

Teor de AZ nos comprimidos

Amostras 1° dia 2° dia 3° dia*

(mg/comp) (%) (mg/comp) (%) (mg/comp) (%)

! 53445 106,89 516,30 10326 506,00 101,2
2 5235 10447 528,65 10573 511,00 102,2
3 51395 102,79 519,00 103,80 520,50 104,1
4 530,75 106,15
> 526,10 105,22
6 5280 105,96
Média 52623 10525 521,32 10426 512,50 102,50
CV% 1,39 1,25 1,44

* Diferente analista e equipamento.

Tabela 20 — Analise de variancia (ANOVA) dos resultados obtidos na avaliacdo do Produto
A, em diferentes dias, por espectrofotometria no UV, através de reacdo por complexo de

transferéncia de carga com iodo.

Fontes de Soma dos .
GL Variancia F*
variaciao Quadrados
Entre 2 15,09 7,55 3,69 (4,26)
Residuo 9 18,37 2,04
Total 11 33,47

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.
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Tabela 21 — Valores experimentais referentes a determinagdo de AZ em comprimidos
(Produto B), por espectrofotometria no UV, através de reagcdo por complexo de transferéncia

de carga com iodo.

Teor de AZ nos comprimidos

Amostras 1° dia 2° dia 3° dia*

(mg/comp) (%) (mg/comp) (%) (mg/comp) (%)

! 52105 10421 511,50 10230 523,50 104,7
2 51735 10347 516,30 10326 520,50 1041
3 51555 103,11 521,00 10420 515,50 103,1
4 52105 10439
> 51735 10347
6 52700 105,58
Média 520,19 10426 516,27 10325 51983 103,97
cv % 0,86 0,92 0,78

* Diferente analista e equipamento.

Tabela 22 — Andlise de varidncia (ANOVA) dos resultados obtidos na avaliagcdo do Produto
B, em diferentes dias, por espectrofotometria no UV, através de reacdo por complexo de

transferéncia de carga com iodo.

Fontes de Soma dos .
GL Variancia F*
variacao Quadrados
Entre 2 1,31 0,66 0,83 (4,26)
Residuo 9 7,14 0,79
Total 11 8,46

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.
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Tabela 23 — Valores experimentais referentes a determinacdo de AZ do pd para suspensio
(Produto C), por espectrofotometria no UV, através de reagcdo por complexo de transferéncia

de carga com iodo.

Teor de AZ em pé para suspensao

Amostras 1° dia 2° dia 3° dia*
(mg/Sml) (%) (mg/5ml) (%) (mg/5ml) (%)

! 197,78 98,89 203,94 101,97 20044 10022
2 193,10 96,55 200,86 10043 201,18 100,59
3 197,00 98,5 202,40 10120 201,94 100,97
4 198,56 99,28
> 20326 101,63
6 20130 100,65

Média 198,50 99,25 202,40 101,20 200,19 100,59

CV% 1,78 0,76 0,37

* Diferente analista e equipamento.

Tabela 24 — Andlise de varidncia (ANOVA) dos resultados obtidos na avaliagcdo do Produto
C, em diferentes dias, por espectrofotometria no UV, através de reacdo por complexo de

transferéncia de carga com iodo.

Fontes de Soma dos .
GL Variancia F*
variacao Quadrados
Entre 2 8,68 4,34 2,29 (4,26)
Residuo 9 17,07 1,90
Total 11 25,76

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,01.

Da mesma forma que o método anterior, a avaliacdo da exatidao foi realizada através
da comparacdo dos resultados obtidos entre o método proposto e o método microbiolégico
descrito na Farmacopéia Brasileira IV (2003). A comparacao, dos resultados obtidos nos dois
métodos, foi realizada através de ANOVA, que demonstrou ndo haver diferencga significativa

entre os mesmos (Tabela 25), indicando exatiddo equivalente (p<0,05).



68

Tabela 25 — Comparagdo estatistica (ANOVA) entre o método espectrofotométrico no UV
apods reacdo por complexo de transferéncia de carga com iodo e o método microbiolégico

descrito na Farmacopéia Brasileira IV (2003)

Método
Espectrofotométrico Método Oficial F"
Produtos % + DP? CV% % + DP? CV% Entre
Métodos
Protudo A 102,50 £ 1,47 1,44 102,85 £ 1,06 1,03 0,13 (6,61)
Produto B 103,25 £ 0,95 0,92 103,33 £ 1,14 1,10 0,11 (6,61)
Produto C 97,98 + 1,25 1,28 97,16 0,90 0,93 1,05 (6,61)

*DP = desvio padrido

® Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

Assim como estudado anteriormente, a estabilidade das solug¢des analiticas foi
avaliada para demonstrar a robustez. Verificou-se que as solu¢des foram estdveis por até 48
horas em temperatura ambiente. Neste estudo foram mantidas as mesmas condi¢des descritas
na Tabela 16, para a reacdo, e os resultados de absorbancia obtidos foram similares aos
resultados do dia anterior, demonstrando com isto a robustez do método frente a variagdes de
tempo, com o fairmaco em solugdo.

Também foi possivel verificar, durante a otimiza¢do do método, que pequenas
variagdes no volume da solucio de iodo e na temperatura, ndo provocam grandes alteracdes
nos resultados, num intervalo de 15 minutos, ap6s a adi¢do da solugéo de iodo (Figuras 7 e 8).

Na avaliag@o do tempo de durabilidade da solugéo de iodo 0,005 M, observou-se através
dos resultados (Figura 11), que a solucdo deve ser preparada e utilizada em seguida, pois, para
um intervalo de 2 horas, a mesma perde 4,15 % de seu poder de formagdo do complexo com

AZ. Ap6s 24 horas a perda aumenta para 34,25 %.
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Figura 11 — Avaliagdo das absorbancias em funcio do tempo de intervalo entre o preparo e a reagdo com a

solucdo de iodo 0,005 M.

O método espectrofotométrico, através da reagdo por complexo de transferéncia de
carga com iodo, utilizando as condi¢des descritas na Tabela 16, mostrou-se adequado para
quantificacdo de AZ em comprimidos e po para suspensdo, apresentando simplicidade,

especificidade, linearidade, precisao e exatiddo.

5.9 Comparacao entre os métodos propostos e o0 método oficial

Na andlise estatistica comparativa (Tabela 26) entre os dois métodos
espectrofotométricos propostos no UV (reacdo com 4cido sulfiirico e reagdo por complexo de
transferéncia de carga com iodo), e o método oficial, observou-se que ndo ha diferenga
significativa entre os trés métodos, para p<0,05. Portanto, os métodos espectrofotométricos,
devido a sua simplicidade e tempo reduzido para a obtengcdo dos resultados, quando
comparados ao método oficial, tornam-se alternativas interessantes para laboratérios de
controle de qualidade. Os métodos propostos, além de ndo necessitar de reacdes
intermedidrias, como em outros métodos por espectrofotometria, apresentam um tempo

operacional reduzido, numa faixa de 20 a 30 minutos, cujo intervalo € suficiente para a

realizacdo das reacdes e suas respectivas leituras.
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Tabela 26 — Comparagdo estatistica (ANOV A) entre os métodos espectrofotométricos no UV,
apods reacdo com 4acido sulfirico e reagdo por complexo de transferéncia de carga com iodo, e

o método microbioldgico descrito na Farmacopéia Brasileira IV (2003).

Método Método

Espectrofotométrico  Espectrofotométrico Método Oficial FP
(reacao com H,SOy) (reacdo com iodo) (microbiolégico)
Produtos % +DP? CV % % +DP* CV % % +DP? CV % Entre
Métodos
A 102,25+ 0,11 0,11 102,50+ 1,47 1,44 102,85+ 1,06 1,03 0,24 (5,14)
B 102,50 £ 1,45 1,41 103,25 £ 0,95 0,92 103,33 £ 1,14 1,10 0,44 (5,14)
C 95,13 +2,34 2,46 97,98 £ 1,25 1,28 97,16 £ 0,90 0,93 2,45 (5,14)

“DP = desvio padrio
® Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.
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6 CAPITULO II - DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
DE DISSOLUCAO PARA COMPRIMIDOS

6.1 Introducao

As preparacdes farmac€uticas solidas de uso oral sdo amplamente utilizadas na
terapéutica, com grande aceitagdo pelos profissionais da drea da satde e pacientes, pois dentre
as vdrias vantagens na sua utilizagdo, citam-se a praticidade, economia, seguranga € uma
melhor estabilidade, quando comparadas as formas farmacéuticas liquidas. Com isto tem-se
uma boa adesdo do paciente ao tratamento, contribuindo para a eficicia da terapéutica
prescrita (STORPIRTIS et al., 1999).

Entretanto, para que formulagdes sélidas de uso oral possam exercer o seu efeito
terapéutico, é imprescindivel que a substincia ativa seja efetivamente absorvida no trato
gastrintestinal. Neste sentido, diversos s@o os fatores que influenciam esta absor¢@o, como
aspectos relacionados ao farmaco, a formulacdo e aos processos de fabricacdo, entre outros,
os quais podem afetam a desagregacdo ou a dissolu¢do de uma formulagdo sélida de uso oral,
e com isto, alterar a biodisponibilidade do farmaco (STORPIRTIS et al., 1999; MANADAS,
2002).

A dissolugdo de uma preparagdo farmacéutica sélida representa o processo pelo qual
um farmaco € liberado de sua forma farmacé€utica e se torna disponivel para ser absorvido
pelo organismo (MARCOLONGO, 2003). Neste sentido, o teste de dissolucdo torna-se
ferramenta indispensavel para se avaliar o comportamento de uma formulacdo farmac€utica
nos liquidos biolégicos, sendo largamente utilizado nos estudos de desenvolvimento de
formulagdes, no controle de qualidade lote a lote, nos estudos de estabilidade, nos
encaminhamentos de registros de medicamentos genéricos, entre outros (MARCOLONGO,
2003; BRASIL, 2003b).

No teste de dissolugdo s@o avaliadas as quantidades de farmaco dissolvidas, em um
determinado volume de meio, mantido & temperatura de 37 °C £ 0,5 °C, em um tempo pré-
determinado, o qual pode ser em um ou dois tempos, assim como em vdrios intervalos de
tempos, em testes de perfis de dissolu¢do. Para isto utilizam-se aparelhos especificos
chamados de dissolutores ou aparelhos de dissolucio (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V,
2003; USP 29, 20006).



72

Na literatura consultada foram encontrados alguns métodos aplicados para
quantificacdo de AZ em estudos de dissolucdo do firmaco em comprimidos, porém, nio
foram encontrados trabalhos de desenvolvimento e validacdo de métodos para dissolucdo de
comprimidos. Os métodos de dissolucdo utilizados nestes estudos foram os mesmos
preconizados na Farmacopéia Americana (USP 29, 2006) para capsulas, utilizando como
meio 900 ml de tampdo fosfato de sédio pH 6, contendo 0,1 % de tripsina, aparato pd, com
rotacdo de 100 rpm, tempo de coleta de 45 minutos e liberagdo minima de 75 %. Sendo assim,
o presente trabalho teve como um de seus objetivos, desenvolver e validar método de
dissolu¢do de comprimidos contendo AZ, sem a utilizagdo de tripsina, enzima cujo custo é

bastante elevado.

6.2 Substancia quimica de referéncia (SQR)

A substancia quimica utilizada como referéncia esta descrita no item 4.2, a qual foi

devidamente caracterizada, para as andlises pretendidas.

6.3 Solventes e reagentes

e Acetato de sodio trihidratado, Tedia ®

e Acetonitrila, Tedia ®

e Acido Cloridrico fumegante, Tedia ®

e Acido sulfiirico concentrado (98%), Merck ®
e Agua destilada

* Fosfato de sédio dibdsico, Tedia ©

e [auril sulfato de sodio, Tedia ®
6.4 Equipamentos e acessorios
* Aparelho para teste de dissolugdo, Pharma Test ®

e Balanca analitica Sartorius ©

® Banho de ultra-som, Thornton ®
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¢ Bomba de vacuo, Primar ®

¢ Destilador, Biomatic ®

* Espectrofotdometros UV/VIS, Spectronic Genesys 2 e Shimadzu® UV PC 1601
* Filtro quantitativo faixa preta, Schleicher & Schuell ©

* Micropipetador Transferpette Brand ®

e Pipetador Transferpette, Brand ©

¢ TermOmetro de imersdo, Incoterm ®

6.5 Desenvolvimento e validacdo de método para determinacdo de AZ por

espectrofotometria no visivel, através de reacio com acido sulfirico concentrado (98 %)

O método de andlise foi desenvolvido através da reacdo de 4cido sulftrico concentrado
com AZ, em acetonitrila. As condi¢des da reacdo foram estudadas quanto ao volume do acido
(550- 650 pl), tempo de leitura (10 — 15 min.) e a temperatura (15 °C, 20 °C e 25 °C).

Ap6s definidas as condicdes da reacdo, foram conduzidos os ensaios de dissolucdo e
nos tempos pré-determinados foram transferidas, manualmente, aliquotas de 5 ml de cada
cuba, para tubos de ensaio. Em seguida estas aliquotas foram filtradas com filtros
quantitativos faixa preta, Schleicher & Schuell ®, onde foi transferido 1 ml para baldo
volumétrico de 10 ml e completado o volume com acetonitrila. Destas solucdes, foram
transferidas aliquotas de 2 ml, para baldes volumétricos de 10 ml, e sobre as mesmas foram
adicionados 600 pl de 4cido sulfirico concentrado (98 %), agitados durante 1 minuto, e em
seguida foram completados os volumes, com o mesmo solvente. As leituras foram feitas por

espectrofotometria na regido do visivel, & 482 nm, apds 10 minutos de reacdo.
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Tabela 27 — Condigdes experimentais desenvolvidas para determinacdo da percentagem

dissolvida de AZ, através da espectrofotometria no visivel, utilizando reacdo com é&cido

sulfurico.
Caracteristica Descricao
Diluente Acetonitrila
Reagente 600 pl de Acido Sulfirico Concentrado (98 %)
Cubeta Quartzo com 1 cm de percurso 6tico
Comprimento de onda 482 nm
Solugéo Branco 600 pl de 4cido sulftirico em 10 ml de Acetonitrila

As leituras das absorbancias foram realizadas em espectrofotdmetro, em 482 nm, com
10 minutos de intervalo apds a adi¢do do 4cido sulfirico, a temperatura ambiente (25 °C),
comparadas com um branco preparado nas mesmas condicoes.

O método por espectrofotometria no visivel foi validado quanto a especificidade,

linearidade, precisao, exatidao e robustez (ICH, 2005; USP 29, 2006).

6.5.1 Avaliacdo da especificidade

Foram preparadas amostras simuladas de excipientes de comprimidos contendo AZ, que
foram avaliadas nas seguintes condi¢des: 900 ml de HCI 0,1 N, como meio, mantidos a 37 °C
+ 0,5 °C, utilizando aparato pa e rotacdo de 50 rpm. Apds 45 minutos aliquotas de 5 ml foram
retiradas, filtradas, e os passos seguintes foram descritos no item 6.5, para as diluigdes,
condicdes das reacdes e das leituras. Apesar do método proposto ter sido desenvolvido para a
dissolu¢do de comprimidos contendo AZ, também foi avaliada a interferéncia de cdpsulas
coloridas nos resultados do método proposto, para um estudo da viabilidade de se utilizar o
presente método para a dissolucdo de capsulas. Foram adicionadas duas cdpsulas coloridas e
vazias, uma em cada cuba, contendo 900 de HCI 0,1 N, e apds, seguiram as mesmas

condicdes descritas no item 6.5.
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6.5.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através de trés curvas de calibragdo, preparadas em dias
diferentes, com 5 niveis de concentragdo baseados na concentracdo de trabalho (11 pg/ml, de
AZ), a qual possibilitou a obten¢@o de valores de absorbancias adequados a andlise.

Pesou-se 75 mg da SQR, transferiu-se para balao volumétrico de 50 ml, com o auxilio
de 30 ml de HCI 0,1 N. Desta solugdo, transferiram-se aliquotas de 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; e 10 ml,
para baldes volumétricos de 20 ml, completando-se o volume com HCI 0,1 N. Foram
transferidas, destas solugdes, aliquotas de 1 ml, para baldes volumétricos de 10 ml,
completando-se o volume com acetonitrila. Destas solucdes foram retiradas as aliquotas de 2

ml e colocadas em baldes volumétricos de 10 ml. As reagdes foram conduzidas conforme item

6.5.

6.5.3 Precisdo

Foram avaliados seis comprimidos no mesmo dia e em dias diferentes, empregando-se
as seguintes condi¢des: 900 ml de HCl 0,1 N, como meio, mantidos a 37 °C = 0,5 °C,
utilizando aparato p4 e rotagdo de 50 rpm. Apds 45 minutos aliquotas de 5 ml foram retiradas,
filtradas, e os passos seguintes foram conduzidos conforme descrito no item 6.5, para as

dilui¢des, condi¢des da reagdo e das leituras.

6.5.4 Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada através do percentual de recuperagdo de uma
quantidade conhecida de SQR adicionada as amostras simuladas de excipientes. Foram
preparadas trés amostras simuladas de excipientes de cada produto (A e B), nas quais foram
adicionadas 30 %, 100 % e 120 % de SQR, em relacdo a quantidade declarada de AZ nos
rétulos dos produtos. A partir da adi¢do da SQR e amostra simulada de excipientes, o ensaio
de dissolucdo foi conduzido em 900 ml de HCI 0,1 N, a 50 rpm, utilizando aparato pa e
mantido a temperatura de 37 °C £ (0,5 °C. As reagdes para a leitura espectrofotométrica estdo

descritas no item 6.5.
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6.5.5 Robustez

Assim como nos métodos anteriores, a robustez do presente método foi avaliada
através da andlise da estabilidade das solu¢des de AZ SQR e amostras, ambas na concentracio
de 100 pg/mL, diluidas em acetonitrila, as quais foram mantidas a 4 °C e a temperatura
ambiente (25 °C £ 2 °C), por 48 horas. As amostras foram analisadas apds os tempos de 0 e

48 horas, empregando procedimento descrito no item 6.5.

6.6 Avaliacao da estabilidade da SQR e das amostras no meio de dissolucio

Foram preparadas solucdes da SQR e da amostra de comprimidos, € as mesmas
mantidas a temperatura ambiente (25 °C) e a temperatura de 37 °C + 0,5 °C, durante duas
horas, ambas em HCI 0,1 N, tampao fosfato de sédio dibasico (pH 6 + 0,05) e tampdo acetato

de sédio triidratado (pH 4,5 £ 0,05).

6.7 Escolha dos parametros de dissolucao

Para a escolha dos pardmetros, do teste de dissolucdo, foram testadas diversas condicdes
conforme metodologia geral da USP 29 (2006), utilizando equipamento Pharma Test ©,
equipado com seis cubas. Foi utilizado o aparato pd, com velocidades de rotagdo de 50 rpm,
75 rpm e 100 rpm, e 900 ml de meio, na faixa de pH fisiolégico (1,2 a 6,8), conforme
recomendacdes para desenvolvimento de métodos de dissolucio (MARQUES; BROWN,
2002; BRASIL, 2004; FORTUNATO, 2005).

Os meios selecionados para teste preliminar, com trés comprimidos cada (n=3), foram:

e Acido cloridrico 0,1 N

* Tampao fosfato de sddio dibasico (pH 6 + 0,05)

® Tampao fosfato de sédio dibédsico (pH 6 + 0,05) + 0,1 % de lauril sulfato de sédio

(LSS)
* Tampao fosfato de sdédio dibasico (pH 6 £ 0,05) + 0,2 % de LSS
* Tampao acetato de sédio triidratado (pH 4,5 £ 0,05)
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Os meios de dissolugdo, apés preparo, foram aquecidos a 41 °C, filtrados e
desgaseificados em ultra-som, durante 10 minutos. Em seguida foram reaquecidos até 38 °C
antes de serem colocados nas cubas, onde foram mantidos a 37 ° C £ 0,5 °C.

As condicdes testadas estdo descritas na Tabela 28. Foram coletadas, manualmente, com
pipetadores automaticos, aliquotas de 5 ml, nos tempos de 5, 10, 15, 30, 45 e 60 minutos, com
reposi¢do do mesmo volume de meio, a 37 °C + 0,5 °C. As aliquotas foram filtradas e

avaliadas por espectrofotometria no UV, nas condi¢des descritas no item 6.5.

Tabela 28 — Condig¢des testadas no desenvolvimento do teste de dissolu¢do de comprimidos

contendo AZ (Produto A), utilizando o aparato pa.

Condicao* Meio (900 ml) Velocidade (rpm)
I HC10,1 N 100
II TP pH 6 100
I TPF pH 6 + 0,1% LSS 100

v TPA pH 4,5 100
\Y% HC10,1 N 75
VI TP pH 6 75
VII TPF pH 6 + 0,1% LSS 75
VIII TPA pH 4,5 75
XIX HCI 0,1 N 50
XX TPF pH 6 + 0,1% LSS 50
XI TPF pH 6 + 0,2% LSS 50
X1 TPA pH 4,5 50
XIII TPA pH 4,5 + 0,05% LSS 50
XV TPA pH 4,5 + 0,1% LSS 50

* Nas diferentes condi¢des testadas foram utilizados 3 comprimidos.
TPF: tampao fosfato de sédio dibasico
TPA: tampao acetato de sédio triidratado
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6.8 Resultados e discussao

A avaliagdo da % dissolvida de fairmaco requer a utilizagdo de método adequado de
andlise. Inicialmente planejou-se utilizar os métodos descritos no Capitulo [ para a
quantificacdo da percentagem de AZ dissolvida no teste in vitro. Porém, foram observadas
interferéncias dos meios de dissolugcdo contendo tampao, nas absorbincias da SQR e das
amostras testadas, em 226 nm, quando se utilizou o método que empregou reacdo com écido
sulfdrico. Da mesma forma, interferéncias originadas pela presenca do tampao, no meio de
dissolugdo, foram igualmente observadas no método utilizando reag¢do por transferéncia de
carga com iodo, em 363 nm. Entretanto, verificou-se que, no método utilizando reacdo com
acido sulfirico, formava-se um pico em 482 nm, no qual ndo se observava interferéncia do
tampao.

Com isto, foi necessaria uma nova validacdo do método, em razdo das novas condicdes
propostas, para se obter melhores resultados na determinagdo do farmaco, no teste de
dissolugdo. Sendo assim, conforme os resultados obtidos na regido do visivel em 482 nm,
através da reacdo com d4cido sulfirico, readequaram-se as concentracdes de trabalho (11
pg/ml), para que a quantidade de AZ fosse compativel com o volume de dcido utilizado (600
ul). Nestas condigdes, a reacdo ocorreu na sua totalidade, em poucos minutos, proporcionando
picos estaveis em 482 nm.

Verificou-se, também, que o volume das aliquotas de solucdo amostra e padrdo nio
devem ser inferiores a 2 ml, visto que, conforme ensaios preliminares, volumes pequenos
proporcionam uma reacdo muito forte com 600 ul de 4cido sulfiirico concentrado (98%),
aumentando o calor liberado da reacdo, com possibilidade de extravasamento da solugdo pela
formacdo de bolhas.

Foram observados, no estudo dos diferentes volumes de dcido em funcdo do tempo de
reacdo (Figura 12), que os resultados das absorbancias obtidas foram bastante préximos,

proporcionando reacdo completa a partir de cinco minutos, com 600 ul de 4cido.



79

0,4
0,35 4

0,15 |

Absorbancias
o g o
N oo w

0 10 20 30 40
Tempo (min)

o
-

—«— 550 pl de 4cido —@— 600 pl de 4acido —a— 650 pl de 4cido

Figura 12 — Avaliac@o da velocidade de reac@o através da variagdo do volume acido sulfirico.

No estudo da interferéncia das variagdes de temperatura, na velocidade reacdo e nos
resultados de absorbancia (Figura 13), observou-se que houve uma pequena diferenca entre os
valores, com uma tendéncia ao aumento, conforme se aumentou também, a temperatura. No
entanto, consideraram-se os valores bastante préximos, sugerindo que a influéncia das
temperaturas avaliadas n3o representa grandes alteragdes no resultado final, quando

comparadas com um padrdo, nas mesmas condi¢des de reacao.
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Figura 13 — Avaliacdo das absorbancias através e reacdo com &cido sulfirico, em fungdo do tempo, frente a

variagdes de temperatura.
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Com base no exposto, a condi¢do experimental ficou definida conforme Tabela 27,
demonstrada no item 6.5, compreendendo na adi¢do de 600 pl de dcido sulfirico concentrado
(98 %) sobre aliquota de 2 ml de SQR e amostra, em acetonitrila, com tempo de leitura entre
10 e 15 minutos.

O estudo da especificidade do método para a quantificagdo da percentagem dissolvida
de AZ, no teste de dissolucdo, pode ser observado na Figura 14, onde ndo foram observadas
interferéncias da amostra simulada de excipientes, para comprimidos contendo AZ.

Com o objetivo de verificar a aplicabilidade do presente método para a quantificacdo de
AZ na forma de cédpsulas, foi avaliada a possivel interferéncia das cédpsulas coloridas no
comprimento de onda de 482 nm. O teste foi realizado através da dissolu¢do de capsulas
vazias, em 900 ml de HCIl 0,1 N, e conforme pode ser observado na Figura 14, a capsula
colorida apresenta interferéncia no visivel, a 482 nm, demonstrando que o método néo possui
especificidade para cdpsulas contendo AZ. Como descrito anteriormente, a AZ pode ser
encontrada na forma de comprimidos, suspensdo e cipsulas manipuladas. Neste caso, para as
preparagdes testadas, o método proposto apresentou especificidade para comprimidos

contendo AZ.
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Figura 14 — Representacdo grafica da sobreposi¢do dos espectros de absor¢do, obtidos por espectrofotometria no
visivel, da solucdo de SQR (P), de amostra (A) e das amostras simuladas de excipientes, dos Produtos A (a), B

(b) e capsula vazia (c), apds reacdo com acido sulfirico concentrado.
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A curva de calibragdo obtida na avaliacdo da linearidade estd apresentada na Figura 15,
e os resultados obtidos nas trés curvas de calibragdo encontram-se na Tabela 29, onde se
observa que os valores de coeficiente de variagdo das leituras de absorbancias foram < 2 %,
com valor médio de coeficiente de variacdo entre as curvas de 1,01 %. Os resultados também
foram comparados estatisticamente, através do método dos minimos quadrados, e estdo
descritos na Tabela 30. A avaliacdo estatistica demonstrou que a regressdo linear foi
significativa, ndo havendo desvio da linearidade. Desta forma, resultados obtidos
confirmaram a linearidade do método proposto. Estudos no desenvolvimento do método
demonstraram que a linearidade do mesmo é mantida até concentracdes préximas de 18
pug/ml, de AZ, nas condi¢cdes de reacdo descritas na Tabela 27. J4 para concentragdes maiores
de AZ, seriam necessarias modificagdes nas condi¢des da reacdo, como aumento do volume

de acido utilizado.

0,50 y = 0,0249x + 0,0168
0.40 r= 0,9995
g
g 0,30
:g
5 0,20
= 0,10
0,00 T T T T T T T ]
0,0 2,0 40 6,0 80 10,0 12,0 14,0 16,0
Concentracao (ug/ml)

Figura 15 — Representacdo gréfica da curva de calibragdo da AZ por espectrofotometria na regido do visivel,

ap6s reagdo com acido sulftrico.
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Tabela 29 — Valores de absorbancias obtidos na determinag@o da curva de calibragdo da AZ

por espectrofotometria no visivel, apds reacdo com acido sulfurico.

Concentracao Absorbancias
(ug/ml) 1° dia 2° dia 3 °dia Média CV %
3 0,09 0,089 0,088 0,089 1,12
6 0,166 0,169 0,163 0,166 1,81
9 0,241 0,245 0,244 0,243 0,86
12 0,317 0,320 0,321 0,319 0,65
15 0,384 0,384 0,388 0,385 0,60

Média CV % 1,01

CV% = coeficiente de variagdo percentual

Tabela 30 — Tratamento estatistico dos resultados obtidos na reta de calibracio, pelo método
dos minimos quadrados, para o método espectrofotométrico no visivel, através de reacdo com

acido sulfurico.

Parametros Resultados
Faixa de linearidade 3-15 pg/ml
Equacdo:y=ax+b y =0,0249x + 0,0168
Inclinacdo (a) + desvio padrdo 0,0249x £ 0,0004
Intercepto (b) £ desvio padrdo +0,00168 £+ 0,003
Coeficiente de correlagdo (1) 0,9995

A precisio do método foi demonstrada pela repetibilidade (intra-dia) e precisdo
intermedidria (entre-dias), onde foram analisados seis comprimidos, em dois dias diferentes,
obtendo-se valores de CV inferiores a 2 %, para os resultados da percentagem de farmaco
dissolvido, em 45 minutos (Tabela 31). Os resultados também foram avaliados através da
ANOVA, para precisdo intermedidria, onde foi demonstrado que ndo houve diferenga

significativa entre os dias, para p = 0,01 (Tabela 32).
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Tabela 31 — Valores experimentais referentes a determinagdo da percentagem dissolvida de
AZ (45 min), em comprimidos (Produto A), em 900 ml de HCl 0,1 N, aparato pa, por

espectrofotometria no visivel, através de reacdo com 4cido sulftrico.

% dissolvida de AZ

Amostras Dia 1 Dia 2

! 103,32 104,23

2 101,80 103,93

3 103,32 102,41

4 104,53 104,84

> 105,75 104,84

6 102,41 104,23
Média 104 104
CV % 1,38 0,86

Tabela 32 — Analise de varidncia (ANOVA) dos valores de percentagem dissolvida de AZ em
comprimidos (Produto A), para andlise da precisdo intermedidria, por espectrofotometria no

visivel através de reagdo com écido sulftrico.

Fontes de Soma dos

GL Variancia F*
variacao Quadrados
Entre 1 0,935 0,93 0,72 (4,84)
Residuo 11 14,27 1,28
Total 12 15,21

* Valores entre parénteses correspondem aos valores criticos de F para P = 0,05.

Outro pardmetro importante na validagdo é a exatiddao do método, a qual foi avaliada
através da recuperagio, e os resultados da média das amostras simuladas de excipientes foram
de 98,36 % para o Produto A, e de 98,6 % para o Produto B, conforme pode ser observado na
Tabela 33. Com isto, a exatiddo ficou demonstrada, com os resultados dentro dos limites

especificados de 95 % a 105 % (MARQUES; BROWN 2002).
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Tabela 33 — Valores experimentais do teste de recuperag@o realizado nas amostras simuladas
de excipientes dos Produtos A e B, por espectrofotometria no visivel, através de reagdo com

acido sulfurico.

Quantidade de SQR (mg) % de % média de
Amostras Adicionada Recuperada Recuperacao Recuperacio
150 147,66 98,44
Produto A 500 498,50 99,70 98,74
(ASE)* 600 588,60 98,10
150 146,05 97,37
Produto B 500 502,05 100,41 98,36
(ASE)* 600 583,80 97,30

* ASE: amostra simulada de excipiente.

Assim como nos métodos anteriores, a estabilidade das solucdes analiticas foi avaliada
para demonstrar a robustez, e verificou-se que as solucdes foram estdveis por até 48 horas em
temperatura ambiente. Neste estudo foram mantidas as mesmas condi¢des descritas na Tabela
24, para a reacgdo, e os resultados de absorbancia obtidos foram similares aos resultados do dia
anterior, demonstrando com isto a robustez do método frente a variacdes de tempo, com o
farmaco em solucao.

Para o desenvolvimento de um método de dissolugdo devem-se escolher os
equipamentos adequados, o meio de dissolucdo, seu volume e a velocidade de agitagdo, e os
fatores relacionados ao farmaco e a forma farmacéutica devem ser levados em consideracio.
(MARQUES; BROWN, 2002).

Caracteristicas como a permeabilidade e a solubilidade de um farmaco representam
requisitos prévios para a obtencdo da resposta clinica, e determinam as condicdes para teste de
dissolucdo. Para que ensaios de dissolucdo possam prever o comportamento in vivo de
determinado farmaco em uma preparagido farmacéutica, os meios utilizados devem se
assemelhar aos liquidos fisiolégicos, e fatores como a condicdo sink, presenga de tensoativos
e estabilidade do farmaco no meio de dissolucdo devem também ser considerados.

No desenvolvimento do método de dissolugdo, a selecdo criteriosa das condi¢cdes do
ensaio deve ser no sentido de se obter o maximo de poder discriminativo, detectando
eventuais desvios dos padrdes de qualidade das preparacdes testadas (MANADAS, 2002). O

volume do meio de dissolu¢@o pode variar de 500 ml a 1000 ml, sendo 900 ml o volume mais
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utilizado. Os meios também podem variar com relagdo ao pH, numa faixa entre 1,2 a 6,8. As
velocidades de dissolucdo variam, de 50 rpm a 100 rpm, sendo que para comprimido, as
velocidades mais utilizadas sdo de 50 rpm ou 75 rpm. Os aparatos cestas e pdas, sdo
rotineiramente utilizados para cdpsulas e comprimidos, respectivamente (MARQUES;
BROWN, 2002).

Conforme citado nos capitulos anteriores foram encontrados trabalhos de aplicacdo de
métodos para testes de dissolucdo para cdpsulas contendo AZ. Alguns dos estudos de
desenvolvimento de metodologia para a determinacio de AZ e aplicac@o destes nos testes de
dissolugdo utilizaram as condicdes de dissolucdo preconizadas pela Farmacopéia Americana
(USP 29, 2006), o qual define como meio 900 ml de tampao fosfato de sédio pH 6 contendo
0,1 % de tripsina; aparato p4, com rotagdo de 100 rpm e tempo de coleta de 45 minutos. Com
isto, no presente trabalho, procurou-se desenvolver um método de dissolu¢do para
comprimidos contendo 500 mg de AZ, visando a possibilidade de eliminar o uso da tripsina,
ja que esta possui custo bastante elevado.

Com o objetivo de definir uma condi¢do com poder discriminativo na liberacio de AZ, a
partir de preparacdes farmacéuticas em comprimidos, foram avaliadas diferentes condicdes
(Tabela 28) para a escolha dos parametros de dissolug@o.

Avaliou-se, inicialmente, a estabilidade da SQR e das amostras nos meios que seriam
testados (HCI 0,1N, tampao acetato pH 4,5 e tampdo fosfato pH 6,0). Verificou-se que o
farmaco foi estavel por até 2 horas, tanto a temperatura ambiente quanto a 37 °C + 0,5 °C, em
todos os meios descritos, com variagdo entre 98 % a 102 % (FORTUNATO, 2005;
MARQUES; BROWN, 2002).

Os resultados obtidos nos perfis de dissolucio obtidos nas diferentes condicdes testadas,
conforme descritos na Tabela 28, podem ser vistos nas Figuras 16, 17 e 18. Nos perfis onde as
amostras foram submetidas a uma velocidade de rotacao de 100 rpm e 75 rpm, observou-se
uma liberacdo muito rdpida do principio ativo ja nos primeiros 10 minutos, o que poderia
dificultar uma discrimina¢do entre lotes de um mesmo produto, ou entre produtos de
diferentes fabricantes. Porém, nos testes com velocidade de rotacdo de 50 rpm, observou-se
uma velocidade mais lenta e gradual do principio ativo, para todos os meios testados. No
entanto, dentre os meios avaliados em 50 rpm, apenas o meio constituido de HCI 0,1 N
proporcionou ao farmaco uma liberagdo de 100 % a partir dos 30 minutos de ensaio. Com
isto, os demais meios foram descartados, sendo selecionado o HCI 0,1 N que permitiu a
dissolugdo total do farmaco, sem a necessidade de adi¢cdo da tripsina ou LSS, reduzindo de

forma significativa o custo para a realizag@o do teste de dissolugao.
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O fato de se obter uma dissolugdo de 100 % do farmaco em HCL 0,1N também sugere
que o mesmo ndo esteja sendo limitado pela saturacdo da solubilidade (condig¢do sink) no
meio avaliado. A condicdo sink, segundo Abdou (1989, apud MARCOLONGO, 2003),
representa de 5 a 10 vezes o volume de saturacdo do farmaco em determinado meio, e esta
condicdo deve ser mantida para que a velocidade de dissolugdo ndo seja afetada
artificialmente pela saturacdo do meio. A AZ, conforme solubilidade descrita em monografia,
¢ ligeiramente soldvel em soluc¢des dcidas (HCI 0,1 N), o que de acordo com esta faixa de
solubilidade, é necessario entre 30 a 100 partes deste solvente para dissolver 1g de soluto.
Baseado nesta especificacio de solubilidade, a qual foi confirmada através de testes
preliminares, sugere-se que a condi¢@o sink esteja mantida em 900 ml de HCI 0,1 N de meio,
tendo em vista que, se 1 g de farmaco dissolve em até 100 partes de solvente, teriamos uma
condicdo bem mais favordvel na solubilizacido de 1 comprimido de 500 mg de AZ em 900 ml
de meio, ou seja, 18 vezes superior ao volume presumido de saturacio, desconsiderando a
possibilidade de interferéncia dos excipientes.

Com base no exposto, a condi¢cdo mais adequada para a dissolu¢do dos comprimidos
contendo AZ foi a condi¢do correspondente a 900 ml de HCI 0,1N como meio, aparato pa e

velocidade de rotag@o de 50 rpm, mantida a temperatura de 37 °C = 0,5 °C.
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Figura 16 — Perfis de dissolu¢iio dos comprimidos contendo AZ (Produto A), em diferentes meios (900 ml), a

temperatura de 37 °C + 0,5 °C, com aparato pd e velocidade de 100 rpm.
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Figura 17 — Perfis de dissolu¢dio dos comprimidos contendo AZ (Produto A), em diferentes meios (900 ml), a

temperatura de 37 °C + 0,5 °C, com aparato pd e velocidade de 75 rpm.
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Figura 18 — Perfis de dissolu¢iio dos comprimidos contendo AZ (Produto A), em diferentes meios (900 ml), a

temperatura de 37 °C + 0,5 °C, com aparato pd e velocidade de 50 rpm.

Foi realizado, também, um perfil de dissolu¢do com 12 comprimidos do Produto A,
cujos valores da % de farmaco dissolvido encontram-se na Tabela 34. Foram obtidos
resultados satisfatérios entre as cubas, com valores de CV % inferiores a 10 % para todos os
tempos de coleta. Com isto verificou-se que o meio selecionado proporciona uma menor
variag@o entre cubas, o que é extremamente necessario para que o teste de dissolugdo tenha

precisdo nos resultados (ANSARI et al., 2004).



88

Tabela 34 — Valores experimentais referentes a determinagdo da percentagem dissolvida de
AZ, através do perfil de dissolucdo, com 12 comprimidos (Produto A), em 900 ml de HCI 0,1

N, aparato p4, por espectrofotometria no visivel, através de reacdo com dcido sulfirico.

Média da %

Tempos de coleta dissolvida de AZ DP CV %
5 82,73 5,776 6,98
10 90,99 6,951 7,64
15 95,47 4,208 4,41
30 100,46 3,825 3,81
45 103,80 1,177 1,13
60 101,70 1,272 1,25

Um perfil de dissolu¢do de comprimidos (n = 3) do Produto B, nas condicdes definidas
anteriormente, foi também realizado, para avaliar o método de dissolug@o proposto frente a
outros produtos ou lotes. Os perfis dos Produtos A e B foram entdo sobrepostos (Figura 19), e
avaliados através da eficiéncia de dissolugaio (MARCOLONGO, 2003). Os valores de ED
obtidos foram comparados estatisticamente através do teste — ¢, que demonstrou diferenga

significativa entre os produtos (p < 0,05), com 95 % de limite de confianca (Tabela 35).

120
100 -
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20 +
0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘

0 5 10 15 20 256 30 3
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5 40 45 50 55 60 65 Tempo
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Figura 19 — Sobreposi¢do dos perfis de dissolug@o, dos Produtos A e B (comprimidos), em 900 ml de HCI 0,1 N,

a temperatura de 37 °C £ 0,5 °C e velocidade de 50 rpm.
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Tabela 35 — Percentagem média de AZ dissolvida em funcdo do tempo, eficiéncia de

dissolucdo ED (%) e andlise estatistica entre as ED (% ) dos produtos A e B.

% dissolvida (n = 12) % dissolvida (n = 3)
Tempo (min) Produto A Produto B
> 70,57 40,29
10 80,16 67,74
15 89,91 88,48
30 102,60 98,92
45 98,86 97,66
60 99,67 102,15
ED (%) 87,72 81,65
Teste — t (P) P =0,0228*

* Valor significativo para p < 0,05. Limite de confianca = 95 %.

As especificacdes para a determinacio da % de farmaco dissolvido estdo diretamente
relacionadas com a quantidade minima dissolvida em um intervalo de tempo. As monografias
de preparacdes farmacéuticas sdlidas de uso oral, geralmente estabelecem que as mesmas nao
devem apresentar menos do que 75 % de farmaco dissolvido, em 45 minutos
(MARCOLONGQO, 2003). Para farmacos de dissolugéo rapida, ou seja, 85 % em 15 minutos,
as possiveis variacdes na taxa de absorcdo serdo devido ao trinsito intestinal, ao contetido
luminal e a permeabilidade da membrana, e ndo a fatores relacionados a formulagdo. De
acordo com monografia para AZ na farmacopéia americana, a % minima de fairmaco que deve
ser dissolvida ap6s 45 minutos de teste é 75%. Nas condicdes definidas no presente trabalho,
verificou-se que a liberag@o foi superior a 95 % ja em 30 minutos (Tabela 34).

Observando-se os perfis de dissolu¢do demonstrados anteriormente, verifica-se que a a
liberagdo do farmaco € superior a 85% partir 15 minuto minutos. Conforme pode ser
observado na Tabela 36, os produtos A e B apresentaram % de liberagdo superior a 90% em
30 minutos. Sugere-se, assim, que a especificacdo de um unico ponto, com no minimo 85 %
de dissolugdo em 30 minutos seja suficiente para comprovar a qualidade do produto lote a

lote.
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Tabela 36 — Valores experimentais referentes a determinagdo da percentagem dissolvida de
AZ nos comprimidos dos Produtos A e B, em 900 ml de HCI1 ,01 N, aparato p4, no tempo de

30 min, utilizando espectrofotometria no visivel, apds reagdo com 4cido sulftrico.

% dissolvida de AZ

Amostras Produto A Produto B

! 96,63 98,92
2 93,90 97,5
3 96,94 99,62

4 98,76

> 99,06

6 96,04
Média 97 98,68
DP 1,85 1,08
CV % 1,91 1,09

DP: desvio padrdo; CV%: coeficiente de variacao.



91

7 CONCLUSOES

o A identidade e a pureza da matéria-prima utilizada como SQR foram atestadas através

de andlises do ponto de fusdo, umidade, solubilidade, pH e infravermelho.

o As amostras de comprimidos e pd para suspensdo oral cumpriram com as

especificagdes farmacopéicas quanto as caracteristicas fisico-quimicas.

. O método por espectrofotometria na regido do ultravioleta, em 226 nm, através de
reacdo com 4cido sulfirico concentrado (98 %), utilizando acetonitrila como diluente,
mostrou-se especifico, linear, sensivel, preciso, exato e robusto, para a andlise quantitativa de

AZ, em comprimidos e p6 para suspensao.

. O método por espectrofotometria na regido do ultravioleta, em 363 nm, através de
reacdo por complexo de transferéncia de carga com iodo, utilizando acetonitrila como
diluente, mostrou-se especifico, linear, sensivel, preciso, exato e robusto, para a andlise

quantitativa de AZ, em comprimidos e suspensao.

. A andlise comparativa entre os métodos de quantificagdo de AZ propostos e o método

oficial demonstrou nio haver diferenca significativa na anélise de variancia (ANOVA).

. O método por espectrofotometria na regido do visivel, em 482 nm, através de reacdo
com dacido sulftirico concentrado (98 %), utilizando acetonitrila como diluente, mostrou-se
especifico, linear, sensivel, preciso, exato e robusto, para a andlise quantitativa de AZ em
comprimidos, podendo ser utilizado para a determinacido da percentagem de AZ dissolvida

nos testes de dissolugao.

. A utilizacdo de 900 ml de HCI 0,1 N como meio de dissolugdo, mantida a 37 °C £ 0,5
°C, aparato p4, com velocidade de 50 rpm, demonstrou resultados satisfatérios para analisar a

dissolu¢do de comprimidos contendo AZ.

L Sugere-se que a especificacdo de 85 % de dissolucao em 30 minutos seja o suficiente
para comprovar a qualidade de comprimidos contendo AZ, nas condicdes estabelecidas no

presente trabalho.
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