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RESUMO

Dissertacao de Mestrado
Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas

Universidade Federal de Santa Maria

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOLOGIAS ANALITICAS PARA
DETERMINACAO DO ITRACONAZOL MATERIA-PRIMA E CAPSULAS
AUTOR: Marcos Roberto dos Santos
ORIENTADOR: Prof. Dr. Celso Figueiredo Bittencourt
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 13 de Maio de 2008

O itraconazol é um antifungico triazdlico de amplo espectro de agao
pertencente a classe dos azéis, indicado no tratamento de diferentes tipos de
infecgcdes micoticas sistémicas e superficiais. Seu mecanismo de acdo baseia-se
na capacidade de inibigcdo da sintese do ergosterol que € um componente de vital
importancia para a membrana das células dos fungos.

Este farmaco possui metodologia descrita, somente, para matéria-prima, que
se encontram oficializadas nas Farmacopéias Britanica e Européia.

Neste trabalho foram desenvolvidos e validados, em conformidade com guias
nacionais e internacionais, métodos analiticos quantitativos que podem ser
empregados tanto para matéria-prima quanto para forma farmacéutica de capsulas
contendo itraconazol. Utilizaram-se as metodologias: cromatografia a liquido de alta
eficiéncia (CLAE) com detecgdo na regidao do ultravioleta (UV) em 254 nm, coluna
de fase reversa C8, fase movel acetonitrila : agua (65:35), na temperatura de 25 °C;
Ensaio microbiolégico por difusdo em agar com planejamento 3x3, empregando
Candida Albicans ATCC 10231 como microrganismo teste em meio de cultura
antibidtico n°19 e Espectrofotometria na regido do ultravioleta, no comprimento de
onda de 256 nm , com solucdes finais em &cido cloridrico 0,1 mol.I" . Todos os
métodos apresentaram linearidade, precisao, exatidao, robustez e especificidade

adequados.

Palavras-chave: validagao; itraconazol; espectrofotometria na regido do UV; ensaio
microbiolégico por difusdo em agar; cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE).



ABSTRACT
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DEVELOPMENT AND VALIDATION OF ANALITICAL METHODS FOR
DETERMINING ITRACONAZOLE RAW MATERIALS AND CAPSULES

AUTHOR: Marcos Roberto dos Santos
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Itraconazole is a triazole antifungical agent with a broad spectrum of activity
belonging to the class of azole, indicated in the treatment of different types of mycotic
infections systemic and local. Its mechanism of action is based on the ability to
inhibition of synthesis of ergosterol which is a component of vital importance to the
cell membrane of the fungi. This drug has only official methodology for raw material,
described in British and European Pharmacopeia. In this paper, following the main
guidelines for validation, were developed and validated quantitative analytical
methods that can be applied both for the raw materials as the finished product
containing itraconazole capsules through a high performance liquid chromatography
(HPLC) with detection in the ultraviolet (254 nm, C8 reversed-phase column, mobile
phase acetonitrile : water (65:35), the temperature of 25 °C) and microbiological
assay by agar diffusion, with planning 3x3, employing Candida Albicans ATCC 10231
as microorganism testing in the culture medium antibiotic N° 19 in the region of the
ultraviolet spectrophotometry (256 nm, with final solutions in 0.1 mol I"" hydrochloric
acid). All methods showed appropriate linearity, precision, accuracy, robustness and

specificity.

Keywords: validation; itraconazole; spectrophotometry in the UV; microbiological
assay agar diffusion; high performance liquid chromatography (HPLC).
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos vinte anos a incidéncia das micoses sistémicas, principalmente as
oportunistas, tem crescido drasticamente em todo o mundo, associando-se a isto,
fatores que relacionam o avango da medicina em transplantes de 6rgaos, sobrevida de
pacientes neoplasicos através de quimioterapia, uso abusivo de antibidticos, crescente
aumento de pacientes imunodeprimidos, devido a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), além de outros fatores (BERGOLD e GEORGIADIS, 2004).

O uso de novos antifungicos permitiu importantes progressos na terapéutica
dos diferentes tipos de infeccdes micéticas superficiais e sistémicas (ARAUJO e
SILVEIRA, 1996). O itraconazol é um derivado triazélico de amplo espectro de agao
terapéutica, com agao sobre fungos que possam produzir infecgdes de pele, unhas,
mucosas e 6rgdos internos (CARAZO et al.,, 1999). E um farmaco de atividade
primaria fungistatica e posteriormente fungicida dependendo de sua concentragao e
microrganismo (AQUINO, 2006), seu mecanismo de acédo € semelhante aos outros
antifungicos de sua classe, atuando na inibigdo da biossintese do ergosterol, um
importante componente para formagao da membrana celular fungica (MEINERZ et
al., 2007).

Na bibliografica consultada encontraram-se poucas técnicas analiticas para o
controle de qualidade de especialidades farmacéuticas contendo itraconazol. No
entanto, estdo disponiveis um grande numero de informagdes sobre o uso e
atividade antifungica do itraconazol no tratamento de diferentes infeccbes micoticas
tanto em seres humanos como animais. S&o preconizadas diversas metodologias
analiticas quantitativas deste farmaco em fluidos biolégicos, ensaios para a
determinacao da poténcia e comparagao da atividade antifungica in vitro (CIM) frente
a diversos fungos e agentes antiinfecciosos. Atualmente encontram-se monografias
farmacopéicas, apenas para a quantificacdo da matéria-prima do itraconazol nas
farmacopéias Britanica (2007) e Européia (2007).

Um método analitico devidamente validado, fornece informagdes confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra. A validagdo de um método € considerada um
processo continuo que comega no planejamento da estratégia analitica e continua

ao longo de todo o seu desenvolvimento.
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De acordo com a legislacdo de nosso pais, a resolugao n° 899, os principais
parametros que devem avaliados no processo de validagdo sao precisao, exatidao,
especificidade, robustez, linearidade, limite de detecgéo e quantificagao.

Conforme exposto anteriormente, neste trabalho foram propostos o
desenvolvimento e validagdo de metodologias analiticas quantitativas que possam
ser empregadas tanto para analises do itraconazol matéria-prima, como na forma
farmacéutica capsulas, com o emprego de cromatografia a liquido de alta eficiéncia
(CLAE) com detecgédo na regido do ultravioleta, espectrofotometria na regido do

ultravioleta e ensaio microbiolégico de poténcia por difusdo em agar.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Considerac0fes gerais

As infecgbes fungicas nos seres humanos ocorrem de formas variadas,
podendo tratar-se de micoses superficiais e de facil tratamento até micoses
sistémicas, disseminadas a varios 6rgaos, tornando-se potencialmente fatais
(SILVA, 2002).

Estes tipos de infecgdes tém aumentado de forma drastica e severa nas duas
ultimas décadas, como resultado do enorme avango na tecnologia médica e na
capacidade de prolongar a vida de pacientes gravemente enfermos, em funcao de
doencas consideradas fatais até recentemente. A exemplo, as novas terapéuticas
oferecidas para doencas como SIDA, leucemias e neoplasias sélidas, afeccdes
cronicas e irreversiveis dos rins, coragao e figado. Com isso, uma populagdo de
pacientes imunocomprometidos tem surgido de maneira significativa, favorecendo
assim o aparecimento de processos micoticos oportunistas que aumentaram cerca
de 307% entre os anos de 1979 e 2000, além do aumento da resisténcia as drogas
atualmente disponiveis, (LORTHOLARY e DUPONT, 1997; CARAZO et al., 1999;
ZAOUTIS et al., 2005).

Respondem ainda por um dos principais problemas sanitarios em nivel
mundial, pois sdo responsaveis por cerca de até 10% das consultas dermatoldgicas,
além de aproximadamente 15% das infeccdes hospitalares transmitidas a pacientes
internados, que podem ser fatais em varios casos (VERA e CERVERA, 2001).

O numero de farmacos disponiveis para o tratamento de infecgdes fungicas é
limitado, e o desenvolvimento de novos farmacos antifungicos tem sido muito lento
em comparacdo ao desenvolvimento de farmacos antibacterianos e antivirais
(MOYA, 2002).

Os azois sdo compostos antifungicos totalmente sintéticos, divididos em dois
grupos, caracterizados por um anel pentagonal na estrutura molecular, contendo trés
atomos de carbono e dois de nitrogénio (imidazdlicos) (Figura A), ou dois de carbono
e trés de nitrogénio (triazdlicos) (Figura B), (MARTINEZ, 2006).
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() Y

Figura A Figura B

Figura 1- Representagéo grafica de heterociclos aromaticos azoicos: imidazol (A) e 1,2,3 triazol (B).

O mecanismo de acao destes farmacos baseia-se na inibicao do esterol-14-a-
desmetilase, um sistema enzimatico microssomal dependente do citocromo P450,
prejudicando assim a biossintese do ergosterol na membrana citoplasmatica dos
fungos, levando ao acumulo de 14-a-metilesterdis. Esses metilesterdis ndo possuem
a mesma forma e propriedades fisicas que o ergosterol e como consequéncia disto
acabam alterando as propriedades fisiologicas da membrana como fluidez e
permeabilidade adequada para a captagao de nutrientes necessarios ao crescimento
fungico, originando alteragbes morfoldégicas que resultam em necrose celular
(BERGOLD e GEORGIADIS, 2004; NOBRE et. al., 2002).

2.2 Indicacdes e caracteristicas fisico-quimicas

Dentre os antifungicos derivados dos imidazéis destaca-se pelo uso, o bis-
triazélico itraconazol (Figura 2) (CARAZO et al., 1999). E indicado no tratamento de
infecgcdes micoticas sistémicas e superficiais, tanto em seres humanos quanto em
animais (MUNDEL, 1996).

Sistémicas: agente terapéutico de escolha, nos casos de infec¢des sistémicas
causadas por blastomicoses, histoplasmoses (incluindo aqueles pacientes
portadores da sindrome da imunodeficiéncia adquirida, SIDA), coccidioidomicoses
nao meningicas, paracoccidioidomicoses e esporotricoses, entre outras.

Superficiais: pode ser efetiva no tratamento de micoses superficiais como
candidiase oral, candidiase vulvovaginal, ceratite micética, dermatofitoses, tinea
cruris, tinea pedis entre outras (KOROLKOVAS, 2007).
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Também, é indicado clinicamente nos casos de prevengao de infecgcdes
fungicas em pacientes imunodeprimidos, a exemplo dos pacientes transplantados ou
com SIDA e em tratamentos de neutropenia febril (LUMBRERAS et al., 2003).

OO0

Figura 2 - Estrutura quimica do itraconazol

e Nome quimico: 4 -[4 -[4 - [ 4 - [cis-2-(2,4-diclorofenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-
metil)-1,3-dioxolan-4-il] metoxi ] fenil ] piperazinil-1] fenil ]-2-[(1 RS)-1-metil
propil]-2,4-diidro-3H-1,2 4triazol-3-ona.

e DCB: itraconazol

e Formula: CzsH3sCIoNgOs.

e Temperatura de fusdo: 166,2 °C

e Massa molecular: 706

e Aparéncia: po branco a quase branco.

e Solubilidade: praticamente insoluvel em agua, faciimente soluvel em cloreto
de metileno, ligeiramente soluvel em tetraidrofurano, muito pouco soluvel em
alcool (THE MERCK INDEX, 2001).

Este € o unico membro da classe dos azdis que contém em sua estrutura dois
grupamentos triazdis (bis-triazélico), sendo um fracamente basico 1,2,4-triazol e
outro ndo basico 1,2,4-triazol-3-ona e apresentando amplo espectro antimicético
(DELGADO e REMERS, 1998).
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2.3 Mecanismo de acao

O itraconazol atua inibindo a sintese da enzima lanoesterol 14-a-
desmentilase, no complexo do citocromo P450 dos fungos, tendo como resultado a
inibicdo da conversao do lanoesterol a ergosterol responsavel pela biorregulagcéo de
fluidos e simetria da membrana de células fungicas (GHANNOUM e RICE, 1999).
Assim, interfere na biossintese de ergosterol na membrana citoplasmatica e conduz
a um acumulo de 14-a-metilesterdis, que pode desagregar o arranjo compacto das
cadeias aciclicas dos fosfolipidios e prejudicar as fungdes de determinados sistemas
enzimaticos ligados a membrana como transporte de elétrons, fixagdo de enzimas
ativas e permeabilidade celular (GOODMAN e GILMAN, 1996; KOKS, et al., 2002),
tornando assim estas células fungicas mais suscetiveis a lesdes osmaéticas que
podem levar a morte celular fungica (JAIN e SEHGAL, 2001).

Mas, apesar de possuir mecanismo de ag&o similar ao de outros antifungicos
de mesma categoria, o itraconazol possui uma menor afinidade por enzimas
dependentes do citocromo P 450 dos mamiferos, o que Ihe confere menor toxicidade

ao bloquear a sintese de hormonios esterdides (VARGAS et al., 2005).

2.4 Caracteristicas farmacocinéticas

O itraconazol é rapidamente absorvido apds a administracao oral. Picos de
concentragao plasmatica do farmaco inalterado sdo obtidos 2 a 5 horas apods a
administracdo de uma dose oral. A biodisponibilidade maxima €& observada
imediatamente apds uma refeicao completa (KOROLKOVAS,2007).

Mais de 99% do itraconazol, ligam-se as proteinas séricas principalmente a
albumina, atingindo maiores concentragées nos pulmdes, rins, figado, glandulas
adrenais e pancreas. Ocorre também uma ampla ligagdo aos tecidos, como o da
pele devido as suas caracteristicas lipofilicas e as regides ungueais por apresentar
carater queratinofilico, porém o itraconazol alcanga concentracdes minimas no
liquido cefalorraquidiano (LCR) e saliva (VARGAS, et al., 2005).
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A metabolizagao se realiza no figado originando um derivado hidroxilado ativo
(hidroxiitraconazol) que chega a ser detectado no sangue em concentragcdes que
correspondem ao dobro do farmaco inalterado, e possui também atividade
antifungica observando-se ainda mais de 25 metabdlitos inativos que sdo eliminados
principalmente pela bile. E possivel a deteccdo de concentracdes terapéuticas
ativas, até quatro semanas apos ter cessado o tratamento, em razdo da
permanéncia de altas concentragcbes nos tecidos, que sao superiores a aquelas
detectadas no plasma (LUMBRERAS, 2003).

O farmaco é excretado através das fezes cerca de 3 a 18% na forma
inalterada. Na urina aproximadamente 40% da dose na forma de metabdlitos e
menos de 0,03% na forma inalterada, sendo eliminada também em grande
quantidade pelo suor e secrecédo sebacea (KOROLKOVAS, 2007).

2.5 Principais interagdes medicamentosas

Os niveis de concentragao de itraconazol, administrados por via oral variam
muito entre os pacientes, pois € um farmaco que depende de pH acido para sua
absorcdo, o que determina variagdes em sua biodisponibilidade plasmatica, em
diversas situagdes, como nos casos de pacientes em jejum, que apresentem
reducdo na acidez gastrica pelo uso de medicamentos inibidores de H, como o
omeprazol e a ranitidina ou pacientes que estejam em quadros avangados de SIDA
apresentando hipocloridria associada (FICA, 2004).

O itraconazol tem sua absorgao reduzida com a administracdo concomitante
de antiacidos e anti-histaminicos H, pois estes reduzem a acidez estomacal,
ocorrendo o0 mesmo com a didanosina que é formulada com tampdes que podem
também neutralizar a acidez estomacal. Farmacos como a digoxina, ciclosporina e a
fenitoina podem ter suas concentracdes plasmaticas aumentadas pelo fato de serem
metabolizadas pela enzima CYP3A4 do citocromo P450, assim como elevar os
niveis de anti-histaminicos como a terfenadina e o astemizol, podendo conduzir a
efeitos letais (GOODMAN e GILMAN, 1996).
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2.6 Contra —indicacgdes e reagcbes adversas

O itraconazol € contra indicado para pacientes que apresentam
hipersensibilidade aos antifungicos imidazélicos, em casos de gravidez, lactacéo e
hepatopatias. O uso em criangas deve ser avaliado levando-se em conta o risco
beneficio.

Cerca de 1% a 2% dos pacientes tratados podem apresentar elevagdes das
transminases, as quais sao transitorias e assintomaticas, havendo ainda registros de
casos isolados de hepatite toxica atribuidas ao uso do itraconazol, assim como de
aumentos de hipotassemia e hipertensdo moderada em tratamentos prolongados
(LUMBRERAS, 2003).

2.7 Eficacia terapéutica

O uso de antifungicos azolicos como agente terapéutico para varios tipos de
micoses podem demonstrar resultados de eficacia clinica diferente dos resultados
obtidos em ensaios in vitro para o mesmo microrganismo (ANDRIOLE, 2000).

Na Tabela 1 encontram-se descritos alguns dos empregos e resultados clinicos

obtidos com o uso terapéutico do itraconazol.
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Tabela 1 — Resultados da eficacia clinica do uso do itraconazol em diferentes tipos de micoses

n° de pacientes tratados

Micoses com itraconazol Resultados de eficacia
93% para Tinea corporis / Tinea cruris.
Dermatofitoses 2.741 Tinea pedis / Tinea manus e 85% e 86%
respectivamente
Criptococose 28 64%
Aspergilose 54 78%
Blastomicose 48 89,5%
Paracoccidioidomicose 51 100%
Pitiriase versicolor 60 93,7%
Candidiase vaginal 229 96,3%
Candidiase oral e 111 93%
esofagica
98% e 96,5% para os pacientes com
Onicomicoses 182 onicomicoses nos dedos das mé&os e dos
pés, respectivamente.
Histoplasmose 37 81%
Esporotricose 78 93% esporotricose cutanea

82% esporotricose linfatica

Fonte: Bulario eletrébnico ANVISA

2.8 Métodos analiticos

O itraconazol esta disponivel em trés diferentes apresentacdes farmacéuticas:
capsulas contendo esferas individualizadas com revestimento (pellets), solugéo oral
com hidroxypropilcelulose-B-ciclodextrina (ciclodextrina) e solugdo intravenosa
(KOKS, et al.,, 2002), sendo que em nosso pais somente & comercializado a
apresentagao em capsulas.

A Farmacopéia Britanica (BRITISH Pharmacopoeia, 2007) e a Farmacopéia
Européia (EUROPEAN Pharmacopoeia, 2007) somente descrevem a quantificagao
do itraconazol matéria-prima, por meio de titulacdo poténciométrica utilizando o

acido perclorico 0,1 mol I”" como titulante. Nao foram encontradas na USP 30 e na
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Farmacopéia Brasileira, 4° Edigdo, monografias para o referido farmaco, bem como,
para a especialidade farmacéutica capsulas.

A literatura descreve a CLAE como a principal metodologia analitica para a
quantificacdo do itraconazol em ensaios bioanaliticos e comparagdes in vitro, sendo
preconizado o uso de detectores acoplados com determinagdes por ultravioleta,
fluorescéncia, além de outros tipos como detectores de espectrometria de massa
(YAO et al., 2001; CARRIER e PARENT, 2000). As fases mdveis mais utilizadas
sdo, geralmente, misturas de solventes organicos e tampdes, com sistema de
separagao através de coluna com fase reversa octadecilsilano (C18), conforme

pode-se verificar na Tabela 2.
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Tabela 2- Analises realizadas para determinagao de itraconazol através de CLAE em diferentes
condigbes cromatograficas

Amostra Deteccgao Fase movel Coluna Referéncia
Fluorescéncia
Fluido Metanol : 4gua Symmetry — C18 REDMANN &
A emis.= 380 nm
bioldgico (75 : 25 viv) (5 pm, 150 x 3,9 mm) CHARLES 2006
A excit.= 250 nm
Acetonitrila :
Capsulas
uv dietilamina 0,05% v/v Supelcosil - C18 CAZEDEY et al.,
contendo
R A =254 nm (pH 8,0) (5 um, 100 x 4,6 mm) 2007
(60 : 40 v/iv)
Acetonitrila :
Fluorescéncia SRIVATSAN et
Fluido trietilamina 0,01% v/v Kromasil - C18
A emis.= 380 nm al.,
biolégico (pH 2,8) : (5 pm, 250 x 4,6 mm)
A excit.= 264 nm 2007
2 —propanol,
gradiente
Acetonitrila : Tampao
Fluido uv ) Alltech Alitima - C18
o fosfato 0,05 mol I GUBBINS et al.,
biolégico A =263 nm (5 pm, 250 x 4,6 mm)
(pH 6,7) : metanol 1998
(47 : 45 : 8 viviv)
Acetonitrila : agua :
uv Lichrospher - C18
Fluido dietilamina 0,05 % COMPAS et al.,
o A =258 nm (5 pm, 250 x 4,6 mm)
bioldgico (pH 6,0) 1996
(62 : 38 viv)
Fluid Fluorescéncia Acetonitrila : agua : Novapack - C18
uido
] ) A emis.= 365 nm dietilamina 0,05 % (5um, 250 x 4,6 mm)
bioldgico COX et al., 1997

A excit.= 260 nm

(pH 2,45)
(42 : 58 : 0.05 viviv)

Nao foram encontrados, na literatura consultada, a preconizacdo de métodos

microbiolégicos para a avaliagdo da poténcia do itraconazol. Todavia, conforme

pode-se verificar Tabela 3, encontrou-se ensaios para a determinacdo de sua
concentragao inibitéria minima (CIM) (RIVAS e SERRANO, 2003), ou comparagdes
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de sua atividade com a de outros antifUngicos e com o seu principal metabdlito ativo
o hidroxiitraconazol (ODDS e BOSSCHE, 2000).

Tabela 3 - Ensaios microbiolégicos para a determinagdo da concentragdo inibitéria minima (CIM),

utilizando itraconazol.

Método in vitro microrganismo

Drogas testadas Referéncia

micro e Chaetomium spp. anfotericina B, fluconazol,
macrodiluicdo em Cladosporium cetoconazol, 5- PUJOL et al. 1996
caldo [Cladophialophora] fluorocitosina,
spp. miconazol, e
Fusarium spp. itraconazol
micro e fluconazol,
macrodiluicdo em P; anomala cetoconazol, amfotericina ~ REYES et al. 2005
caldo By5-
fluorocitocina,itraconazol
Candida spp.

Epidermophyton floccosum
Microsporum audouinii
Microsporum canis
Other Microsporum spp.
Trichophyton ajelloi
Trichophyton
mentagrophytes
Trichophyton rubrum
Trichophyton tonsurans
Trichophyton verrucosum
Trichophyton violaceum
Other Trichophyton spp.b
Malassezia spp.

microdiluigao

Itraconazol cetoconazol ODDS et al. 2004

microdiluicao Candida parapsilosis

Candida albicans

Os antifungicos testados
foram fluconazol,
itraconazol, cetoconazol,
nistatina e anfotericina B

WINGETER et al.
2007

2.9 Validacdo de metodologia analitica

A escolha de uma metodologia analitica adequada é de fundamental

importancia para se proceder ao controle de qualidade de uma substancia ativa,

como tal, ou sob uma determinada forma farmacéutica. As disponibilidades
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econbmicas, de equipamentos e reagentes, também devem ser consideradas
(ERMER, 2001; MEHTA, 2003; VALENTINI et al., 2004).

Para assegurar que um meétodo analitico fornega informag¢des confiaveis e
interpretaveis sobre a amostra, este deve passar por uma avaliagdo denominada
validagao. A validacdo de um método é considerada um processo continuo que
comega no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu
desenvolvimento. Este processo sendo bem definido e documentado, fornecera as
agéncias reguladoras evidéncias objetivas de que os métodos e os sistemas séo
adequados para o uso desejado (RIBANI et al., 2004).

Em nosso pais os dois 6rgdos que regulamentam o processo de validagao de
métodos analiticos sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o
Instituto Nacional de Metrologia Normalizagéo e Qualidade Instrumental (INMETRO).

Os parametros avaliados no processo de validagao, também denominados de
figuras de mérito, servem como indicadores quantitativos do objetivo e do bom
desempenho das técnicas analiticas e sao descritos na literatura como: precisao,
exatidao, especificidade, robustez, linearidade, limite de deteccdo e quantificagao
(RIBEIRO e FERREIRA, 2008), conforme as fontes de referéncia mais utilizadas no
Brasil, a exemplo o ICH (1996b), USP30 (2007) e a Resolugdo n° 899 (BRASIL,
2003).

A precisdo de um procedimento analitico representa o grau de concordancia
entre o resultado de analises individuais quando aplicado repetidamente a multiplas
analises de uma mesma amostra em idénticas condicbes de teste. Pode ser
considerada em trés niveis: repetibilidade, precisao intermediaria e reprodutibilidade.
A precisao é avaliada através do desvio padrao relativo, sendo o limite aceitavel de
até 5% segundo a legislacéo vigente (BRASIL, 2003; USP 30, 2007).

Repetibilidade (precisao intra-dia): concordancia entre os resultados dentro de
um curto periodo de tempo com o mesmo analista e mesma instrumentagao
(BRASIL, 2003).

Precisao intermediaria (precisao inter-dias): concordancia entre os resultados
do mesmo laboratdrio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes (BRASIL, 2003).

Reprodutibilidade (precisdo inter-laboratorial): concordancia entre os

resultados obtidos em laboratérios diferentes como em estudos colaborativos,
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geralmente aplicados a padronizagdo de metodologia analitica, por exemplo, para
inclusdo de metodologia em farmacopéias (BRASIL, 2003).

A exatiddo, por sua vez, como sendo o grau de concordancia entre os
resultados individuais encontrados e um valor aceito como referéncia, podendo ser
avaliada através das quantidades (porcentagens) da substancia de referéncia
recuperada na substancia amostra apos adigcdes em concentragdes diferentes.

A especificidade de um procedimento analitico representa a capacidade de
avaliar uma substancia mesmo em presenca de possiveis interferentes que possam
estar presentes juntamente com a amostra (ICH, 1996).

A robustez corresponde a capacidade de um método de nao ser afetado por
uma pequena e deliberada modificagdo em seus parametros, ou seja, apresenta
uma indicagao da confiabilidade do método durante o uso rotineiro (ICH, 1996).

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito
na amostra, dentro de um intervalo especificado. Podem ser preparadas curvas
analiticas, validadas estatisticamente, como, por exemplo, através do calculo de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados, demonstrando o coeficiente
de correlacao linear e o intercepto da reta, certificando assim, a proporcionalidade
entre as leituras obtidas e as concentragbes das amostras (ICH, 1996; BRASIL,
2003; USP 30, 2007).

Limite de detecgdo corresponde a menor concentragdo da substancia em
analise que pode ser detectada, porém nao necessariamente quantificada, sob as
condigdes analiticas estabelecidas para o ensaio (ICH, 1996; BRASIL, 2003; USP
30, 2007).

Limite de quantificacdo representa a menor concentragcdo da substancia
analisada em uma amostra, que pode ser determinada com precisao e exatidao nas
condigbes analiticas estabelecidas para o ensaio (ICH, 1996; BRASIL, 2003; USP
30, 2007).

Podem-se dividir os métodos analiticos em quatro categorias, testes
quantitativos para determinacao de matéria-prima e produto acabado (categoria I),
ensaios limite para a determinagao de impurezas e de produtos de degradagcdo em
produtos farmacéuticos e matéria-prima (categoria Il), testes de desempenho
(categoria Ill) e testes de identificacdo (categoria IV) (ICH, 1996; BRASIL, 2003;
USP 30, 2007).
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Em cada uma destas categorias € exigida a avaliagdo dos parametros
analiticos segundo a sua aplicagdo. Para os ensaios de determinagcdo quantitativa
deve-se considerar linearidade, precisdo, exatidao, especificidade e a robustez (ICH,
1996; BRASIL, 2003; USP 30, 2007).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver e validar métodos analiticos quantitativos para o controle de

qualidade do itraconazol matéria-prima e a forma farmacéutica capsulas.

3.2 Objetivos especificos

e desenvolver e validar método analitico quantitativo por espectrofotometria
com detecgao na regido do ultravioleta, para determinagdo do itraconazol
mateéria-prima e capsulas.

e desenvolver e validar método analitico quantitativo por CLAE com detecgao
na regido do ultravioleta, para determinacédo do itraconazol matéria-prima e
capsulas.

e desenvolver e validar método analitico quantitativo empregando ensaio
microbiolégico de poténcia, utilizando método por difusdo em agar para
determinacao do itraconazol matéria-prima e capsulas

e realizar analise estatistica comparativa entre as metodologias analiticas
quantitativas desenvolvidas para a determinagao do itraconazol matéria-prima

e capsulas .
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Materiais

A substancia quimica de referéncia, matéria-prima e forma farmacéutica

utilizadas no presente estudo estdo descritas a seguir:

4.1.1 Substancia quimica de referéncia (SQR)

Itraconazol SQR - Produzido pela Farmacopéia Européia — Lote: 2, n°

comercial: 51197

4.1.2 Matéria-prima

Utilizou-se o itraconazol matéria-prima de procedéncia Indiana, fabricado em
12/05/2004, lote original 196523, distribuido pela empresa Purifarma, fracionado em
17/01/06 e com validade até 08/2008.

4 1.3 Forma farmacéutica

Itraconazol capsulas® 100 mg, adquiridas no comércio local. Excipientes:
nucleos individualizados, hidroxipropilmetilcelulose, polietilenoglicol. Externamente
(capsulas): dioxido de titanio, dissulfonato sédico de indigotina, eritrosina sodica e

gelatina.
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*(Sporanox® produzido por Janssen-Cilag Farmacéutica, lote: KAL187, com prazo de
validade até 01/2010)

4.1.4 Reagentes e solventes

— Acetonitrila grau cromatografico (Carlo Erba)

— Acido Cloridrico (HCI) P.A (Merck)

— Agua purificada Milli-Q

— Diclorometano grau cromatografico (Carlo Erba)
— Metanol P.A (Nuclear)

— Metanol grau cromatografico (Carlo Erba)

— Meio de cultura N° 19 (Difco)

4.1.5 Equipamentos e acessorios

— Autoclave Phenix, modelo 75

— Balanga analitica, BOSCH, modelo SAE 200

— Banho ultra-sénico, Unique, USC 1400

— Bomba de vacuo, Prismatec, modelo 131

— Cilindros de acgo inoxidavel, dimensdes: 0,8 cm de didmetro externo, 0,6 cm de
didmetro interno e 1,0 cm de altura, ARTHUR E. FARMER;

— Cilindros de aco inoxidavel 8 mm x 6 mm x 10 mm

— Coluna Gemini 150 x 4,60 mm RP 8, porosidade 5 pm e pré-coluna
securityguard cartridges Gemini PK/10.

— Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia Shimadzu, equipado com bomba
modelo LC-10AD, detector com comprimento de onda variavel UV/Vis modelo
SPD-10Avp, controlador SLC-10Avp, integrador automatico computadorizado
com software Class VP® e injetor automatico SIL-10-Avp, forno para coluna
CTO 10 Asvp Shimadzu.
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— Cubetas de quartzo 10 mm, Hellma 100 QS

— Destilador, BIOMATIC

— Espectrofotometro UV/Vis, SHIMADZU — UV 1650 PC

— Estufa para cultura Bacteriol6gica, modelo EL-1.5, Odontobras

— Estufa para esterilizagao e secagem, modelo ECB 1.3, Odontobras
— Membrana filtrante acetato de celulose 0,45 um, 47 mm, Sartorius
— Membrana filtrante de nylon 0,45, 47 mm, Sartorius

— Membrana filtrante RC 0,45 ym, para seringa, Sartorius

— Papel filtro quantitativo faixa preta , Framex.

— Paquimetro digital Starrett

— Pipetador, Tranferpette Brand

— Pinga metalica

— Placas de Petri 20 mm x 100 mm

—  Purificador de agua Milli-Q A10, Millipore

— Vidraria calibrada Brand (baldes volumétricos, pipetas)

4.2 Metodologia

Os métodos analiticos descritos a seguir, podem ser aplicados tanto para o
itraconazol matéria-prima quanto para a sua apresentacdo em capsulas, uma vez
que a capsula comercialmente disponivel contém em seu interior apenas o
itraconazol em pellets, desta maneira optou-se apenas pela descricdo das analises

com esta apresentacéao.
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4.2.1 Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Através deste estudo desenvolveu-se e validou-se um método analitico
quantitativo  para itraconazol matéria-prima e capsulas através de
espectrofotometria na regiao do ultravioleta com detecgao em 256 nm, utilizando HCI

0,1 mol I'" como diluente.

4.2.1.1 Método espectrofotométrico

A espectrofotometria na regido ultravioleta e visivel (UV-VIS) é uma técnica
analitica amplamente empregada na determinagcdo de diversos parametros de
avaliagcdo da qualidade de medicamentos e matéria-prima descritos nos principais
compéndios de referéncia como as Farmacopéias Brasileira, Americana (USP),
Britanica entre outras. Destacando-se ainda, algumas de suas principais vantagens
a simplicidade de execucdo dos meétodos, custo relativamente baixo, robustez e

rapidez na obtengdo de resultados analiticos confiaveis (ROCHA e TEIXEIRA,
2004).

4.2.1.2 Preparo do HCI 0,1 mol I’

Transferiu-se 250 ml de agua para balao volumétrico de 1000 ml, adicionou-

se 8,3 ml de HCI P.A e completou-se o volume com agua ultrapurificada.

4.2.1.3 Determinagao do comprimento de onda

Pesou-se, analiticamente, o equivalente a 25 mg de itraconazol SQR,

transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml de diclorometano,
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completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se. Transferiu-se 20 ml para
baldo volumétrico de 200 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol I'1, obtendo-
se uma solugéo na concentracédo de 100 pg ml™”.

Em seguida, realizou-se a varredura do espectro desta solugdo na faixa de
400 a 200 nm, para determinar o comprimento de onda mais adequado para as

determinagdes do itraconazol.

4.2.1.4 Obtencao da Curva de Ringbom

Para determinar a faixa ideal da concentragao de trabalho do itraconazol
SQR, construiu-se a Curva de Ringbom, utilizando diferentes solugbes de

concentracdes variadas abrangendo uma faixa de 0,5 a 50 pyg ml™.

Preparou-se a solucao de trabalho com itraconazol SQR, na concentracado de

100 pug ml”', conforme descrito no item 4.2.1.3.

Os volumes indicados na Tabela 4 foram transferidos para baldes de 25 ml e

completou-se o volume com HCI 0,1 mol I,

As leituras das absorbancias dessas solug¢des foram efetuadas em cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho 6ptico, no comprimento de onda determinado de 256

nm, empregando-se HCI 0,1 mol I"' para ajuste do zero.
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Tabela 4 — Volume (ml) e concentra¢des (ug mI'1) de itraconazol SQR utilizados na construgédo da
Curva de Ringbom, utilizando HCI 0,1 mol I"".

Baldo Volume da solucgéo de itraconazol Concentracdo final
SQR
(25 ml) (ml) (ug ml™)

1 0,125 0,5

2 0,25 1,0

3 0,5 2,0

4 1,0 4,0

5 1,5 6,0

6 2,0 8,0

7 25 10,0
8 3,0 12,0
9 3,5 14,0
10 4,0 16,0
11 4,5 18,0
12 50 20,0
13 55 22,0
14 6,0 24,0
15 6,5 26,0
16 7,0 28,0
17 7,5 30,0
18 8,0 32,0
19 8,5 34,0
20 9,0 36,0
21 9,5 38,0
22 10,0 40,0
23 10,5 42,0
24 11,0 44,0
25 12,5 50,0

Para construgdo do grafico, plotaram-se, no eixo das ordenadas, as
transmiténcias expressas em (100 - T%) e o logaritmo das concentra¢des, no eixo

das abscissas.

4.2.1.5 Validagcao do método espectrofotométrico para determinacédo do itraconazol

na regiao do ultravioleta.

4.2.1.5.1 Preparo da curva analitica

Pesou-se, analiticamente, o equivalente a 25 mg de itraconazol SQR,

transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml de diclorometano,
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completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se. Transferiu-se 10 ml para
baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol I, A partir
desta solugado, preparou-se a curva analitica nas concentracdes de 16, 18, 20, 22 e
24 ug ml™, utilizando-se o mesmo solvente. Na Tabela 5 encontram-se as diluigdes e

as concentragoes finais de itraconazol SQR empregadas na curva analitica.

Tabela 5 — Curva analitica do itraconazol, determinada por espectrofotometria na regido do
ultravioleta, utilizando HCI 0,1 mol I", no comprimento de onda de 256 nm, e suas concentragdes
finais, expressas em ug ml™.

Baldo Volume da solucéo de itraconazol Concentracédo
SOR
(25 ml) (ml) (ug ml™)
1 4,0 16
2 4,5 18
3 5,0 20
4 55 22
5 6,0 24

As leituras das absorbancias dessas solug¢des foram efetuadas em cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho 6ptico, no comprimento de onda de 256 nm. Empregou-

se HCI 0,1 mol I'' para ajuste do zero.

Plotaram-se as absorbancias médias, correspondentes a trés determinagdes
para cada diluicdo da SQR, no eixo das ordenadas e as concentragdes (ug ml™”'), no
eixo das abscissas.

A curva analitica e sua respectiva equacdo da reta foram determinadas
através do estudo de regressao linear pelo método dos minimos quadrados. Os
valores experimentais foram tratados estatisticamente, através da analise de

variancia.
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4.2.1.5.2 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através do desvio padrdo relativo (DPR)
obtido na determinagdo do itraconazol capsulas, nos ensaios de repetibilidade e

precisédo intermediaria.

Na repetibilidade do meétodo, foram realizadas trés determinagdes, nas
concentracdes de 16, 20 e 24 ug ml™', no mesmo dia e nas mesmas condi¢cdes
experimentais. A precisdo intermediaria foi obtida através da determinacdo do
itraconazol, na concentragdo de 20 pg ml', em trés dias diferentes, por dois

analistas diferentes.

Preparo das amostras

Determinou-se o peso médio de 20 capsulas. Transferiu-se o equivalente a 25
mg de itraconazol para baldo volumétrico de 250 ml. Adicionou-se 150 ml de HCI 0,1
mol I" e deixou-se em ultra-som por 10 minutos. Completou-se o volume com o
mesmo solvente e homogeneizou-se, obtendo-se uma solugédo de concentragao final

100 pug ml”" (Solugdo 1).

Para a repetibilidade, filtrou-se e transferiu-se respectivamente, 4,0; 5,0 e 6,0
ml da Solugao 1 para trés baldes volumétricos de 25 ml, completou-se o volume com
HCI 0,1 mol e homogeneizou-se, obtendo-se assim, solugdes com concentragcdes
finais de 16, 20 e 24 pyg mi™.

Para a precisdo intermediaria filtrou-se e transferiu-se 5,0 ml da Solugéo1
para baldo volumétrico de 25 ml, completou-se o volume com HCI 0,1 mol I e

homogeneizou-se, obteve-se uma solucdo com concentracéo final de 20 ug ml™.

As leituras das absorbancias dessas solug¢des foram efetuadas em cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho 6ptico, no comprimento de onda de 256 nm. Empregou-
se HCI 0,1 mol I'" para ajuste do zero. A quantidade de itraconazol presente nas

amostras, foi determinada através da equacgao da reta, obtida da curva analitica.
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4.2.1.5.3 Exatidao

A exatiddo foi determinada através da recuperacdo de quantidades
conhecidas da solucdo padrao adicionadas a baldes volumétricos contendo volumes

iguais da solugédo amostra com concentragao previamente determinada.

Preparo das solucdes

Solugdo SQR - Pesou-se, analiticamente, o equivalente a 25 mg de
itraconazol SQR, transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml de
diclorometano, completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se. Transferiu-
se 5 ml para baldao volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol
I"!, obtendo-se uma solugéo de concentragao final 50 ug mi™.

Solugdo amostra — Preparou-se conforme descrito em preparo das amostras

no item 4.2.1.5.2 do ensaio de Preciséo.

Ensaio

Transferiu-se 2,5 ml da solucdo amostra para cinco baldes volumétricos de 25
ml, denominados A, R1, R2, R3 e R4. Adicionou-se aliquotas da solugdao SQR de
2,5; 5,0; 7,5 e 10,0 ml, aos balées R1, R2, R3 e R4, conforme descrito na Tabela 6.
Completou-se os volumes com HCI 0,1 mol I'" a fim de se obter as concentragdes

tedricas finais de 10 ug mi™; 15 ug mi™*; 20 pyg ml™"; 25 pg mi'e 30 ug ml™.
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Tabela 6 — Preparo das solugcbes para o teste de recuperagao do itraconazol e suas concentragoes
tedricas finais.

BalBes Volume da Volume da solugcdo Concentracao teérica
(25 mi) amostra de itraconazol SQR final
(ml) (ml) (ug mI™)

A 25 - 10

R1 2,5 2,5 15

R2 2,5 5,0 20

R3 2,5 7,5 25

R4 2,5 10,0 30

As leituras das absorbancias dessas solugdes foram efetuadas em cubetas de
quartzo de 1 cm de caminho 6ptico, no comprimento de onda de 256 nm. Empregou-

se HCI 0,1 mol I'" para ajuste do zero.
Célculos

As porcentagens de recuperagdo de itraconazol SQR foram calculadas

através da seguinte equacgao:

R% = [(Ca - Cna )/C p] 100 1)

Onde,
Ca.= concentracgao de itraconazol encontrada na amostra adicionada de SQR;
Cnha= concentracao de itraconazol encontrada na amostra ndo adicionada de SQR;

C,= concentragdo de itraconazol (ug ml™') adicionada & amostra.

4.2.1.5.4 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da analise de sobreposi¢cao
dos espectros da solugdo amostra, solugédo da SQR e da solugdo simulada do

placebo em HCI 0,1 mol I,



45

Preparo da solugao amostra

Determinou-se o peso médio de 20 capsulas. Transferiu-se o equivalente a 25
mg de itraconazol para baldo volumétrico de 250 ml. Adicionou-se 150 ml de HCI 0,1
mol I" e deixou-se em ultra-som por 10 minutos. Completou-se o volume com o
mesmo solvente e homogeneizou-se. Transferiu-se 5 ml para baldo volumétrico de
50 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol I, obtendo concentracéo final de

10 pug mi™,
Preparo da solugédo de SQR

Pesou-se, analiticamente, o equivalente a 25 mg de itraconazol SQR,
transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml de diclorometano,
completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se. Transferiu-se 1 ml para
baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol I, obtendo

concentragao final de 10 ug ml™.
Preparo da solugao simulada do placebo

Preparou-se uma amostra placebo a partir do peso médio do conteudo das
capsulas de itraconazol utilizando-se as médias percentuais recomendadas para
cada excipiente (KIBBE, 2000), em seguida procedeu-se conforme descrito no

preparo da solugdo amostra descrito em especificidade 4.2.1.5.4.
Avaliacao dos espectros
Tracou-se os espectros da solugcédo do itraconazol SQR, amostra e placebo,

na faixa de 400 nm a 200 nm, verificando-se a similaridade e possiveis interferéncias

entre estes.
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4.2.1.5.5 Robustez

A robustez foi avaliada através de pequenas modificagdes no método original,

conforme descrito na Tabela 7.

Tabela 7- Alteragdes efetuadas no método original para avaliar a robustez do método
espectrofotométrico

Método proposto Condicéo alterada
§ HCI 0,2 mol I
HCI 0,1 mol | p
HCI 0,05 mol |
Comprimento de onda: 256 nm 252 nm e 260 nm
HCI marca MERCK HCI marca Nuclear

Avaliou-se, também, a estabilidade da amostra sob a luz ambiente e a
irradiagao ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm, nas primeiras 4 horas e

apos 5 e 72 horas.

4.2.2 Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)

Através deste estudo desenvolveu-se e validou-se um método analitico
quantitativo para itraconazol matéria-prima e capsulas através de cromatografia a
liguido de alta eficiéncia (CLAE), utilizando-se as condigbes cromatograficas

descritas na Tabela 8.
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4.2.2.1 Método cromatografico através da CLAE

Nos ultimos 25 anos a utilizagdo da CLAE tornou-se um método analitico
muito importante para as areas farmacéutica e biomédica, atualmente € um dos
principais métodos descritos nos compéndios oficias para analises quantitativas e

ensaios para determinacéo de impurezas em medicamentos (GOROG, 2007).

4.2.2.2 Determinacao dos parametros cromatograficos e comprimento de onda

Baseando-se na revisdo bibliografica realizada, a exemplo da Tabela 2,
testou-se diferentes tipos de fase movel e proporcdo entre seus constituintes,
colunas de diferentes fases estacionarias e comprimentos, além de outros
parametros como volume de inje¢cdo das solugdes, temperatura da coluna e vazao
da fase movel.

Para a determinagcédo do comprimento de onda adequado, realizou-se as
detecgdes na faixa de espectro de maior absor¢cdo demonstradas no método
espectrofotométrico com o itraconazol SQR, na concentracido de 10 pg mil™,
efetuando-se a primeira diluicdo com 1 ml de diclorometano e metanol e a solugao

final em HCI 0,1 mol I"".

Tabela 8 - Parametros cromatograficos utilizados nos ensaios analiticos para o itraconazol.

Caracteristicas Descricao
Coluna Phenomenex® Gemini RP-8 (150 mm x 4,60 mm, 5 ym)
Fase movel Acetonitrila : Agua (65:35)
Comprimento de onda 254 nm
Temperatura 25°C
Volume de injecéo 50 pl

Vazéo 1,0 ml/minuto
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4.2.2.3 Preparo da fase mével

Realizou-se a mistura dos componentes da fase movel, acetonitrila : agua
(65:35), com o auxilio de vacuo filtrou-se através de membrana de nylon 0,45 um e

47 mm de didmetro e desgaseficou-se em banho de ultra-som, durante 10 minutos.

4.2.2.4 Preparo do HCI 0,1 mol I’

Transferiu-se 250 ml de agua para baldo volumétrico de 1000 ml, adicionou-

se 8,3 ml de HCI (HCI) e completou-se o volume com agua ultrapurificada.

4.2.2.5 Validagao da metodologia através da CLAE

4.2.2.5.1 Preparo da curva analitica

Pesaram-se, analiticamente, o equivalente a 25 mg de itraconazol SQR,
transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml de diclorometano,
completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se, obtendo-se assim uma
solugdo com 1000 ug ml”'denominada Solugdo A. Em seguida transferiu-se 10 ml da
Solugao A, para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com HCI 0,1
mol I"' obtendo-se assim uma solugdo de 100 Mg ml~'"denominada Solugdo B. A partir
da Solugao B preparou-se a curva analitica nas concentragdes de 6, 8, 10, 12, 14 ug
ml”", utilizando-se HCI 0,1 mol I'" como diluente final destas solucdes. Na Tabela 9
sdo demonstradas as diluicdes e as concentragdes finais de itraconazol SQR

empregadas na curva analitica.
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Tabela 9 - Curva analitica do itraconazol, determinada por cromatografia a liquido de alta eficiéncia,
utilizando HCI 0,1 mol I, no comprimento de onda de 254 nm, e suas concentragbes finais,
expressas em ug mi™.

Baléo Volume da solucéo de itraconazol Concentracéo
SQR
(10 ml) (ml) (ug ml™)
1 0,6 6
2 0,8 8
3 1,0 10
4 1,2 12
5 1,4 14

As injecdes dessas solugbes foram efetuadas em triplicata, nas condi¢des
cromatograficas estabelecidas, com sistema de detecg¢ao na regido do ultravioleta,

no comprimento de onda de 254 nm.

Plotaram-se as absorbancias médias, correspondentes a trés determinagdes
para cada diluicdo da SQR, no eixo das ordenadas e as concentragdes (ug ml™), no
eixo das abscissas.

A curva analitica e sua respectiva equacdo da reta foram determinadas
através do estudo de regressao linear, pelo método dos minimos quadrados. Os
valores experimentais foram tratados estatisticamente, através da analise de

variancia.

4.2.2.5.2 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através do desvio padrao relativo (DPR)
obtido na determinagdo do itraconazol capsulas, nos ensaios de repetibilidade e
precisado intermediaria.

Na repetibilidade do método, foram realizadas trés determinagdes, nas
concentracdes de 6, 10 e 14 pg ml™', no mesmo dia e nas mesmas condi¢cdes

experimentais. A precisdo intermediaria foi obtida através da determinagcéo do
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itraconazol, na concentragdo de 10 pg ml', em trés dias diferentes, por dois

analistas diferentes.
Preparo das amostras para os ensaios de precisao através da CLAE

Determinou-se o peso médio de 20 capsulas. Transferiu-se o equivalente a
25 mg de itraconazol para baldo volumétrico de 100 ml. Adicionou-se 80 ml de
metanol e 1 ml de diclorometano, em seguida submeteu-se ao ultra-som até
completa dissolugao dos pellets obtendo-se assim uma solugdo de concentragéo
final de 250 pg ml”' denominada de Solugao .

Em seguida transferiu-se 5 ml da Solugao | para baldo volumétrico de 25 ml
obtendo-se assim uma solu¢cdo de concentragédo final de 50 ug ml” denominada

Solucao Il.

Para a repetibilidade, filtrou-se e transferiu-se respectivamente, 3,0; 5,0 e 7,0
ml da Solugao Il para trés baldes volumétricos de 25 ml, completou-se o volume com
HCI 0,1 mol I'" e homogeneizou-se, obtendo-se assim, solugdes com concentragdes

finais de 6, 10 e 14 pyg ml™.

Para a precisado intermediaria filtrou-se e transferiu-se 5,0 ml da Solucéo I,
para baldo volumétrico de 25 ml, completou-se o volume com HCI 0,1 mol I e

homogeneizou-se, obteve-se uma solugdo com concentragao final de 10 pg ml™.

As injecdes dessas solugbes foram efetuadas em triplicata, nas condi¢des
cromatograficas estabelecidas, com sistema de detec¢do na regido do ultravioleta,
no comprimento de onda de 254 nm. A quantidade de itraconazol presente nas

amostras, foi determinada através da equacao da reta, obtida da curva analitica.

4.2.2.5.3 Exatidao

A exatiddo foi determinada através da recuperacdo de quantidades
conhecidas da solugdao da SQR do itraconazol adicionadas em baldes volumétricos

contendo a mesma quantidade da solugdo amostra.
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Preparo das solugdes

Preparou-se solugdes iniciais da SQR do itraconazol e da amostra, ambas na
concentragédo de 100 ug ml”', conforme as condicdes descritas anteriormente em
4.2.2.5.1 para SQR do itraconazol e 4.2.2.5.2 no ensaio de Precisédo para o preparo

da amostra.

Transferiu-se 2,5 ml da solugdo amostra para cinco baldes volumétricos de 25
ml, denominados A, R1, R2, R3 e R4. Adicionou-se aliquotas de 1,5; 2,5; 3,5 e 5,0
ml, aos baldes R1, R2, R3 e R4, conforme descrito na Tabela 10. Completou-se os
volumes com HCI 0,1 mol I'" a fim de se obter as concentracgdes tedricas finais de 5

ug mi™: 8 uyg mi™; 10 uyg mi'; 12 ug mi'e 15 pg mi™".

Tabela 10 — Preparo das solugdes para o teste de recuperagao do itraconazol e suas concentragoes
tedricas finais.

BalBes Volume da Volume da solucao Concentracdo teérica
(50 ml) amostra de itraconazol SQR final
(ml) (ml) (ug mI™)

A 2,5 - 5

R1 2,5 1,5 8

R2 2,5 2,5 10

R3 2,5 3,5 12

R4 2,5 5,0 15

As solugdes foram injetadas em triplicata, nas condi¢gdes cromatograficas
estabelecidas utilizando-se sistema de deteccdo na regido do ultravioleta, no

comprimento de onda de 254 nm.

Calculos

As porcentagens de recuperagdo de itraconazol SQR foram calculadas

através da seguinte equacao:
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R%:[(Ca _Cna)/cp 100 (1)

Onde,
C,= concentragao de itraconazol encontrada na amostra adicionada de SQR;
Cnha= concentracgao de itraconazol encontrada na amostra nao adicionada de SQR,;

C,= concentragdo de itraconazol (ug ml™") adicionada & amostra.

4.2.2.5.4 Especificidade

A especificidade do método foi avaliada através da comparacdo dos
cromatogramas obtidos com a injegado dos solventes utilizados tanto no preparo da
solucao do itraconazol SQR quanto amostra, e de uma solugao placebo contendo os
excipientes em concentragdes percentuais médias utilizadas no conteudo das

capsulas de itraconazol (pellets).

Além disto, realizou-se estudos de degradacdo forcada da SQR sob
condigdes hidroliticas (acida e alcalina), oxidativas (H202 10 vol.) e fotoliticas (luz UV
254 nm), a fim de se verificar a sensibilidade do método a possivel presenca e

interferéncia de algum produto de degradagéo.

Preparo da solugao do itraconazol SQR nas condi¢ées normais (tempo zero)

Pesou-se, analiticamente, o equivalente a 25 mg de itraconazol SQR,
transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml de diclorometano,
completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se (Solugdo a, 1000 pg mi™).
Transferiu-se 1 ml para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com

HCI 0,1 mol I, obtendo-se solugdo com concentragao final de 10 pg ml™”" (Solucéo

B).
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Hidrolise acida e alcalina

A partir da Solugdo a da SQR (1000 pg ml'1), transferiu-se aliquotas de 2,5 ml
para baldes volumétricos de 25 ml e completou-se o volume com HCI 1 mol I e
NaOH 1 mol I'', respectivamente, obtendo-se solugdes com concentragdes finais de
100 ug ml”'. Estas solucdes foram mantidas, sob temperatura de 80 °C, durante 4
horas. Apds este periodo, transferiu-se aliquotas de 1,0 ml da solugao para baldes
volumétricos de 10 ml e efetuou-se as neutralizagdes das amostras com 1,0 ml de
NaOH 1 mol I''e HCI 1 mol I'1, respectivamente, para hidrdlise acida e alcalina.
Completou-se os volumes com HCI 0,1 mol I, para obtencdo de solugdes com

concentracdes finais de 10 pg ml™.

Degradacgao oxidativa

A partir da Solucdo a da SQR (1000 pg ml™') transferiu-se aliquota de 1,0 ml
para baldao volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com peréxido de
hidrogénio 10 volumes. Esta solucao foi mantida a temperatura ambiente e protegida
da luz. Apds 4 horas, transferiu-se aliquota de 1,0 ml para baldo volumétrico de 10

ml. Completou-se o volume com HCI 0,1 mol I, obtendo-se concentracéo final de 10

ug mi™.

Degradacao fotolitica

A partir da Solugcdo a da SQR (1000 pg ml™') transferiu-se aliquota de 1,0 ml
para balao volumétrico de 10 ml, em seguida transferiu-se esta solugdo para um
tubo de quartzo que ficou em exposigao de luz ultravioleta (254 nm) durante um
periodo de 4 horas. Apds o periodo de exposicao transferiu-se 1 ml desta solucao
para baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol I,

obtendo-se assim, uma solugéo de concentracéo final de 10 ug mi™.

Avaliagao dos cromatogramas

Realizou-se a sobreposicdo dos cromatogramas obtidos nas condi¢cdes de

degradacgao forgada descritas acima, com a Solugdo B da SQR para verificar se
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houve alguma degradacdo detectavel do produto formado nas condigdes

estabelecidas do ensaio.

4.2.2.5.5 Robustez

A robustez foi avaliada através de pequenas modificagdes no método original,

conforme descrito na Tabela 11.

Tabela 11- Alteracbes efetuadas no método proposto para avaliar a robustez método
espectrofotométrico

Método proposto Condicéo alterada
Comprimento de onda: 254 nm 253 nm e 256 nm
Temperatura de analise 25 °C Temperatura de analise 23 e 27 °C

Fluxo 1,0 ml/minuto 0,8 e 1,2 ml/minuto

Coluna Phenomenex® Luna,

Coluna Phenomenex® Gemini,
RP-18 150 mm x 4,60 mm, 5 ym

RP-18 150 mm x 4,60 mm, 5 ym

Proporgao da fase moével

Acetonitrila: agua (63:37)
Proporcao da fase mével

Acetonitrila: agua (65:35) Proporgao da fase mével

Acetonitrila: agua (67:33)

4.2.3 Ensaio microbioldgico por difusdao em agar

O objetivo deste estudo foi o desenvolvimento e validagdo de um ensaio

microbiolégico por difusdo em Agar, cilindros em placas, com o emprego de
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planejamento 3x3, para a determinacdo quantitativa do itraconazol capsulas e

mateéria-prima.

4.2.3.1 Método de difusdo em agar — cilindros em placas

4.2.3.1.1 Preparo do HCI 0,1 mol I”

Transferiu-se 250 ml de agua para balao volumétrico de 1000 ml, adicionou-

se 8,3 ml de HCI concentrado e completou-se o volume com agua ultrapurificada.

4.2.3.1.2 Preparo dos Materiais

Antes da execucido de cada ensaio, realizou-se previamente a esterilizacao
das placas de Petri, cilindros de ago inoxidavel e pinga metalica a 200 — 220 °C, em
estufa, por um periodo de 2 horas (CODE of Federal Regulation, 1996; Farmacopéia
Brasileira, 1988).

4.2.3.1.3 Preparo dos meios de cultura e diluentes

Para a realizagdo dos ensaios microbiologicos, utilizou-se o meio antibidtico
n°19 para o repique, manutengdo e ensaio de poténcia com o microrganismo
Candida albicans ATCC (American Type Culture Collections) 10231. Preparou-se o
meio conforme a indicagao do fabricante, e autoclavou-se em seguida a 121 °C por
15 minutos.

Como solucdo diluente, utilizou-se o HCI 0,1 mol I, preparada conforme

descrito anteriormente.
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Meio antibiotico n°19

Peptona ......cccoovviiiiiii, 94g¢g
Extratodecarne .......cccccoovvivviinniinnnnnn. 2449
Extrato de levedura ............cccccovveeenneen. 4,79
Dextrose ......cceevveiiieeiiieeeieeeeeeee 10,0 g
Cloreto de sédio .....coeeeveeeeiiiieeieee, 10,0 g
AGAr . 23,59
AQUA ..o, g.s.p 1000 ml

pH apés esterilizagdo: 6,1 £+ 0,1 a 25 °C

4.2.3.1.4 Padronizacado do método

Os parametros utilizados na realizagdo do ensaio microbioldgico empregado,

estao descritos abaixo na Tabela 12.

Tabela 12 — Par&metros utilizados na avaliagcao da poténcia do itraconazol capsulas

Parametros Descricdo
Microrganismo Candida albicans ATCC 10231
Meio de cultura Meio de cultura para antibiético n° 19
Volume do meio de cultura em cada placa 8 ml
Concentragao de padréao e amostra 0,6,09e 1,35 pg.ml'1
Temperatura de incubacgao 25°C+2°C
Tempo de incubagao 48 horas
Solug&o diluente HCI 0,1 mol I

Concentragéo do inéculo 1%
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4.2.3.1.5 Preparo do inéculo

Com o auxilio de uma alga estéril, repicou-se 0 microrganismo para um tubo
de vidro contendo 10 ml de meio de cultura antibiético n° 19, inclinado e incubou-se
a 25 °C £ 2 °C, por um periodo de 48 horas. Apds a verificacdo do crescimento
microbiano, adicionou-se 3 ml de solugao fisioldgica estéril neste tubo e transferiu-se
em seguida o volume da suspensao formada, para um frasco de Roux contendo 250
ml de meio de cultura n° 19, inclinado. Incubou-se conforme as condicdes
anteriormente citadas. O crescimento ocorrido na superficie foi lavado com 50 ml de
solucéo fisiolégica estéril.

A suspensdo fungica formada foi padronizada com auxilio de
espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 580 nm, através de diluicbes
sucessivas com solugao fisiolégica estéril até a obtengcdo de uma suspensao com
transmiténcia na faixa de 25% + 2%. A partir desta suspensao, preparou-se o meio

de cultura n° 19, inoculado a 1%.

4.2.3.1.6 Preparo da solucdo de itraconazol SQR

Pesou-se, analiticamente, o equivalente a 25 mg de itraconazol SQR,
transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml de diclorometano,
completou-se o volume com metanol e homogeneizou-se. Transferiu-se 1 ml para
baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol I, A partir
desta solucao, preparou-se as solugdes de trabalho nas concentragdes de 0,4, 0,6,
0,9, 1,35 e 2,025 ug ml™, utilizando-se o mesmo solvente. Na Tabela 13 encontram-
se as diluicdes e as concentracgdes finais de itraconazol SQR empregadas na curva

analitica.
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Tabela 13 - Curva analitica do itraconazol SQR, determinada através do ensaio microbioldgico de
difusdo em agar - cilindros em placas, utilizando HCI 0,1 mol I'" como diluente, e as concentragdes
finais, expressas em g mi™”.

Solugdes Solucgéo de Volume do Volume final do Concentracéo final
itraconazol SQR diluente baldo
10 ug mi™
n° (ml) (ml) (ml) (g mI™)
1 0,4 9,6 10 0,4
2 0,6 9,4 10 0,6
3 0,9 9,1 10 0,9
4 1,35 8,65 10 1,35
5 2,025 7,975 10 2,025

4.2.3.1.7 Preparo da solugdo amostra de itraconazol capsulas

Determinou-se o peso médio de 20 capsulas. Transferiu-se o equivalente a 25
mg de itraconazol para baldo volumétrico de 250 ml. Adicionou-se 150 ml de HCI 0,1
mol I" e deixou-se em ultra-som por 10 minutos. Completou-se o volume com o
mesmo solvente e homogeneizou-se. A partir desta solugéo, foram preparadas as

concentragdes de 0,6; 0,9 e 1,35 ug ml™", utilizando-se como diluente o HCI 0,1 mol™.

4.2.3.1.8 Ensaio

Apos prévia esterilizacao, utilizaram-se seis placas de Petri para cada ensaio,
transferindo-se para cada uma delas 8 ml de meio para antibiético n° 19, inoculada a
1% com a suspensdo padronizada do microrganismo teste. Apos a solidificagdo da
camada semeada, adicionaram-se seis cilindros em cada placa, com intervalo
aproximado de 60° e raio de 2,8 cm. Com o auxilio de pipetador automatico,
transferiu-se o volume de 150 pl para cada um dos cilindros correspondentes as
solugdes amostra e padrdo nas concentragdes de 0,6; 0,9 e 1,35 ug mi”. As placas

foram incubadas durante 48 horas a 25 °C £ 2 °C. Os halos formados a partir da
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inibicdo do crescimento da Candida albicans foram medidos com o auxilio de

paquimetro digital. Foram realizados dez ensaios de poténcia microbioldgica.

4.2.3.1.9 Determinacgao do teor e analise estatistica dos ensaios microbioldgicos

Utilizando as médias das leituras dos halos de inibicdo, correspondentes a
cada concentragao das solugbes amostra e padrao, determinou-se a poténcia (teor)
do itraconazol capsulas através do ensaio estatistico de retas paralelas para
planejamento experimental 3x3. Através da analise de variancia — ANOVA,
verificaram-se os principais parametros da validacdo estatistica dos bioensaios
realizados, como a regressao linear significativa, desvios de linearidade e
paralelismo nao significativos. Os limites de confianga (p=0,05) dos ensaios
microbiolégicos também foram considerados para fins de validade estatistica
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988; HEWITT, 2003; BRITSH PHARMACOPOEIA,
2007; EUROPEAN PHARMACOPOEIA,2007).

4.2.3.2 Validagao da metodologia do ensaio microbiolégico

Seguindo as especificagdes da RE n° 899 (ANVISA), AOAC, ICH Harmonised
Tripartite Guideline (2005) e a Farmacopéia Americana (THE UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2007), validou-se a metodologia através da avaliagdo dos

parametros de linearidade, precisao, exatidao, especificidade e robustez.

4.2.3.2 .1 Intervalo de trabalho

Determinou-se experimentalmente através de ensaios, avaliando-se
diferentes concentragbes das solugdes de trabalho para a elaboragdo da curva

analitica atendendo aos parametros de linearidade, exatidao e precisao.
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4.2.3.2.2 Linearidade

A partir de trés niveis de concentracdo das solugbes de trabalho em
progressdo geométrica com razdo 1,5 (0,6; 0,9 e 1,35 pug ml"), em dez ensaios
independentes, determinou-se a linearidade do método através da analise de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados, obtendo-se assim a equagao
da reta. Determinou-se a curva analitica a partir das médias dos halos de inibicao de
crescimento versus o logaritmo das concentragdes das diferentes solugdes de
trabalho. A validade de cada ensaio foi determinada através da analise de variancia
(ANOVA).

4.2.3.2.3 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através do desvio padréo relativo (DPR)
obtido na determinagdo do itraconazol capsulas, nos ensaios de repetibilidade e
precisado intermediaria.

Na repetibilidade do método, realizou-se seis determinagdées do itraconazol
capsulas, na concentracdo teérica de 0,9 ug ml™', no mesmo dia e nas mesmas
condigbes experimentais. A precisdao intermediaria foi obtida através da
determinacdo do itraconazol, na concentracdo de 0,9 pug ml”, em dois dias

diferentes, por analistas diferentes.

4.2.3.2.4 Exatidao

A exatiddo do método microbiolégico, empregando planejamento 3x3, foi
determinada através da comparacao dos resultados obtidos a partir de diferentes
concentragdes das solugdes amostra das capsulas de itraconazol abrangendo as
faixas de 80% (0,48; 0,72; 1,08 uyg ml™"), 100% (0,6; 0,9; 1,35 pg ml™") e 120% (0,72;
1,08; 1,62 yg ml’"), em relagdo a cada uma das trés concentragdes de trabalho

utilizadas no ensaio (0,6; 0,9 e 1,35 ug ml™") preparadas a partir da SQR do
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itraconazol. Foram realizados quatro ensaios independentes para cada

concentracgao.

Preparo do ensaio a 80% da concentragcao de trabalho.

Para o preparo das solugdes da SQR do itraconazol nas concentragdes de
trabalho (0,6; 0,9; 1,35 ug ml™"), pesou-se a quantidade equivalente a 25 mg da SQR
de itraconazol, e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml de
diclorometano e completou-se o volume com metanol, obtendo-se uma solucéo
estoque com concentracéo final de 1000 pg ml™". Transferiu-se volumétricamente 1
ml desta solugcdo estoque para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o
volume com HCI 0,1 mol I'", para obter uma solucéo de trabalho de concentragdo
final de 10 ug ml™". A partir desta solugéo de trabalho transferiram-se aliquotas de
3,0; 4,5; € 6,75 ml para baldes volumétricos de 50 ml denominados respectivamente
como R1, R2, R3, conforme descrito na Tabela 14. Completaram-se os volumes com
HCI 0,1 mol I'" a fim de se obter as concentracdes tedricas finais de 0,6 Mg mi™; 0,9

ug mi’'e 1,35 ug mi™.

Para o preparo das solugbes amostra do itraconazol capsulas nas
concentragdes de trabalho a 80% (0,48; 0,72; 1,08 ug ml™"), determinou-se o peso
médio de 20 capsulas e transferiu-se o equivalente a 25 mg de itraconazol para
baldo volumétrico de 250 ml. Adicionou-se 150 ml de HCI 0,1 mol I"" e deixou-se em
ultra-som por 10 minutos obtendo-se assim uma solugdo estoque com concentragao
final de 100 pg ml”. Transferiu-se volumétricamente 10 ml desta solugdo estoque
para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol I,
para obter uma solugdo de trabalho de concentracdo final de 10 ug mi™. A partir
desta solugao de trabalho transferiram-se aliquotas de 2,4; 3,6; € 5,4 ml para baldes
volumétricos de 50 ml denominados respectivamente como A1, A2, A3, conforme
descrito na Tabela 14. Completaram-se os volumes com HCI 0,1 mol I' a fim de se

obter as concentracdes tedricas finais de 0,48 ug mi™; 0,72 ug mi™'e 1,08 uyg ml™.
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Tabela 14 — Preparo das solugdes para o teste de exatidao do itraconazol nas concentragdes tedricas
a 80%.

Volume da Concentracéo Volume da solugcdo Concentracéo
Baldes . solugdo de tedrica final Balbes de itraconazol tedrica final
(50 ml) itraconazol SQR (50 ml)
amostra
(ml) (ug mi™ (ml) (ug mi™)

R1 3,0 0,6 Al 24 0,48

R2 4,5 0,9 A2 3,6 0,72

R3 6,75 1,35 A3 54 1,08

Preparo do ensaio a 100% da concentragao de trabalho

Para o preparo das solugdes da SQR do itraconazol nas concentragbes de
trabalho (0,6; 0,9; 1,35 ug ml™"), pesou-se a quantidade equivalente a 25 mg da SQR
de itraconazol, e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml de
diclorometano e completou-se o volume com metanol, obtendo-se uma solugao
estoque com concentracdo final de 1000 pg ml™". Transferiu-se volumétricamente 1
ml desta solugcdo estoque para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o
volume com HCI 0,1 mol I, para obter uma solucédo de trabalho de concentragéo
final de 10 pg.ml™". A partir desta solucdo de trabalho transferiram-se aliquotas de
3,0; 4,5; e 6,75 ml para baldes volumétricos de 50 ml denominados respectivamente
como S1, S2, S3, conforme descrito na Tabela 15. Completou-se os volumes com
HCI 0,1 mol I'" a fim de se obter as concentracdes tedricas finais de 0,6 Mg mi™; 0,9
ug ml'e 1,35 ug mi™.

Para o preparo das solucbes amostra do itraconazol capsulas nas
concentragdes de trabalho a 100% (0,6; 0,9; 1,35 pg ml™"), determinou-se o peso
médio de 20 capsulas e transferiu-se o equivalente a 25 mg de itraconazol para
baldo volumétrico de 250 ml. Adicionou-se 150 ml de HCI 0,1 mol I"" e deixou-se em
ultra-som por 10 minutos obtendo-se assim uma solucdo estoque com concentracao
final de 100 pg ml™. Transferiu-se volumétricamente 10 ml desta solucédo estoque
para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol I,
para obter uma solugdo de trabalho de concentracdo final de 10 ug ml”. A partir

desta solugao de trabalho transferiram-se aliquotas de 3,0; 4,5; e 6,75 ml para
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baldes volumétricos de 50 ml denominados respectivamente como B1, B2, B3,
conforme descrito na Tabela 15. Completou-se os volumes com HCI 0,1 mol 1" a fim

de se obter as concentragdes tedricas finais de 0,6 ug ml™"; 0,9 ug ml'e 1,35 pg mi™.

Tabela 15 — Preparo das solugdes para o teste de exatidao do itraconazol nas concentragdes tedricas
a 100%.

Volume da solucao Concentracéo Volume da solugdo  Concentragcdo

BalGes Baldes

(50 ml) de itraconazol SQR tedrica final (50 ml) de itraconazol tedrica final
amostra
(ml) (ug mIY) (ml) (ug mIY)
S1 3,0 0,6 B1 3,0 0,6
S2 4,5 0,9 B2 4,5 0,9
S3 6,75 1,35 B3 6,75 1,35

Preparo do ensaio a 120% da concentragao de trabalho

Para o preparo das solugdes da SQR do itraconazol nas concentragbes de
trabalho (0,6; 0,9; 1,35 ug ml™"), pesou-se a quantidade equivalente a 25 mg da SQR
de itraconazol, e transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionou-se 1 ml de
diclorometano e completou-se o volume com metanol, obtendo-se uma solugao
estoque com concentracao final de 1000 pg ml™". Transferiu-se volumétricamente 1
ml desta solugcdo estoque para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o
volume com HCI 0,1 mol I, para obter uma solucédo de trabalho de concentragéo
final de 10 yg ml™”". A partir desta solugdo de trabalho transferiu-se aliquotas de 3,0;
4,5; e 6,75 ml para baldes volumétricos de 50 ml denominados respectivamente
como T1, T2, T3, conforme descrito na Tabela 16. Completaram-se os volumes com
HCI 0,1 mol I'" a fim de se obter as concentracdes tedricas finais de 0,6 Mg mi™; 0,9
pugml e 1,35 ugmi™.

Para o preparo das solucbes amostra do itraconazol capsulas nas
concentragdes de trabalho a 120% (0,72; 1,08; 1,62 ug ml™"), determinou-se o peso

médio de 20 capsulas e transferiu-se o equivalente a 25 mg de itraconazol para



64

baldo volumétrico de 250 ml. Adicionou-se 150 ml de HCI 0,1 mol I'" e deixou-se em
ultra-som por 10 minutos obtendo-se assim uma solugdo estoque com concentragao
final de 100 pg ml”. Transferiu-se volumétricamente 10 ml desta solugdo estoque
para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com HCI 0,1 mol I,
para obter uma solugdo de trabalho de concentracdo final de 10 ug mi™. A partir
desta solugao de trabalho transferiram-se aliquotas de 3,6; 5,4; e 8,1 ml para baldes
volumétricos de 50 ml denominados respectivamente como C1, C2, C3, conforme
descrito na Tabela 16. Completaram-se os volumes com HCI 0,1 mol I' a fim de se

obter as concentracdes tedricas finais de 0,6 ugml™; 0,9 ygml™ e 1,35 pg ml™".

Tabela 16 — Preparo das solugdes para o teste de exatiddo do itraconazol nas concentragdes tedricas
a 120%.

Volume da solucgao Concentracédo Volume da solucdo  Concentracédo

Balges de itraconazol SQR tedrica final Baldes de itraconazol tedrica final
(50 ml) (50 ml)
amostra
(ml) (g mi™) (ml) (g mi™)

Tl 3,0 0,6 C1 3,6 0,72

T2 4,5 0,9 C2 54 1,08

T3 6,75 1,35 C3 8,1 1,62

Calculos :

Utilizou-se o ensaio microbiolégico com, planejamento 3x3, para a
determinacao dos teores referente a cada concentragdo das amostras e a analise de

variancia ANOVA para verificar a validade de cada ensaio.
4.2.3.2.5 Especificidade
Para avaliar a atividade antifungica exclusiva do itraconazol no método

proposto realizou-se ensaios distintos utilizando somente o diluente (HCI 0,1 mol I'"),

e ensaios utilizando somente solugdo da SQR do itraconazol submetidas a
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temperatura de 50 °C durante 72 horas. Comparativamente realizou-se em paralelo
a analise desta mesma solugcdo da SQR do itraconazol, através do método
desenvolvido por CLAE para detectar alguma alteragdo no cromatograma desta
solucdo antes e apds a exposicao a condigao de calor. Estes ensaios visaram
determinar uma possivel atividade antifingica do HCI 0,1 mol I e também
capacidade de resposta do método microbiolégico apresentar alguma alteragado nas
respostas dos halos de inibicdo caso fosse degradada a solugdo do itraconazol

SQR.

4.2.3.2.6 Robustez

A robustez foi avaliada através de pequenas modificagcdes no método original,

conforme descrito na Tabela 17.

Tabela 17 - Alteracbes efetuadas no método original para avaliar a robustez ensaio microbiolégico por
difusdo em agar.

Método original Condicéo alterada
Concentragéo do indculo: 1% Concentragdes: 0,8 € 1,2 %
Volume do meio: 8 ml Volume do meio: 10 ml e 6 ml
Temperatura de incubagéo: 25 °C Temperatura de incubagéo: 23 e 27 °C
HCIl marca: MERCK HCI marca: NUCLEAR

4.2.4 Analise comparativa dos métodos propostos

Os resultados obtidos nos ensaios quantitativos para o itraconazol capsulas
através dos diferentes métodos empregados, foram avaliados estatisticamente por
analise de variancia (ANOVA), a fim de determinar a possivel existéncia de

diferencgas significativas entre os métodos utilizados.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Validacdo da metodologia através da espectrofotometria na regido do

ultravioleta

5.1.1 Método espectrofotométrico

Os métodos analiticos empregados na quantificagcdo dos farmacos podem ser
divididos em classicos e instrumentais. Os ultimos baseiam-se em principios 6pticos,
eletrénicos ou térmicos, apresentando algumas vantagens sobre os classicos tais

como: tempo de analise e melhor sensibilidade.

A espectrofotometria na regido do ultravioleta (200 a 400 nm), representa um
dos métodos instrumentais mais empregados, em razao da maioria das substancias
apresentarem absorcao nessa regiao. Os grupamentos responsaveis pela absorgao
no ultravioleta sdo chamados cromoforos e sdo caracterizados principalmente por

insaturagdes e grupamentos carbonilicos (KOROLKOVAS, 2006).

Muitos solventes estdo disponiveis para auxiliar as analises na regidao do
ultravioleta e as escolhas dos mesmos devem ser baseadas na toxicidade, custo e

solubilidade adequada da substancia a ser analisada (SENA et al., 2007).

O itraconazol é substéancia praticamente insoluvel em agua, porém apresenta
facil solubilidade em diclorametano, metanol e solugdes aquosas acidas
(EUROPEAN Pharmacopoeia, 2007; KOKS et al., 2002). Baseando-se nestas
informacdes testaram-se diferentes tipos de solventes para conseguir solubilizar
principalmente a SQR do itraconazol e as amostras, permitindo assim o
desenvolvimento de um método de analise através da espectrofotometria na regido

do ultravioleta e demais métodos quantitativos descritos no trabalho.
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5.1.2 Escolha do comprimento de onda

Apo6s andlise do espectro do itraconazol SQR, em HCI 0,1 mol I, observou-se

a absorgéo do itraconazol SQR em 256 nm, conforme demonstrado na Figura 3.
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Figura 3 — Espectro de absor¢éo do itraconazol SQR, para determinacdo do comprimento de onda

ideal, utilizando HCI 0,1 mol I"* como diluente.

5.1.3 Curva de Ringbom

Na Tabela 18, estdo descritos os valores das absorbancias obtidas na
determinacdo da Curva de Ringbom, para as concentracdes de 0,5 a 50 ug ml™ de

itraconazol SQR, utilizando HCI 0,1 mol I como diluente.
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Tabela 18 — Resultados obtidos na determinagdo da Curva de Ringbom do itraconazol, pelo método
espectrofotométrico no comprimento de onda de 256 nm, utilizando HCI 0,1 mol I"" como diluente.

Concentracéo Logaritmo da _
Baldo 4 . Absorbéancia (100 — T%)
(ng mI™) Concentragéo
1 0,5 -0,30 0,014 3,17
2 1 0,00 0,024 5,38
3 2 0,30 0,052 11,28
4 4 0,60 0,114 23,09
5 6 0,78 0,172 32,70
6 8 0,90 0,226 40,57
7 10 1,00 0,285 48,12
8 12 1,08 0,334 53,66
9 14 1,15 0,376 57,93
10 16 1,20 0,44 63,69
11 18 1,26 0,493 67,86
12 20 1,30 0,543 71,36
13 22 1,34 0,602 75,00
14 24 1,38 0,662 78,22
15 26 1,41 0,711 80,55
16 28 1,45 0,764 82,78
17 30 1,48 0,823 84,97
18 32 1,51 0,877 86,73
19 34 1,53 0,919 87,95
20 36 1,56 0,976 89,43
21 38 1,58 1,031 90,69
22 40 1,60 1,104 92,13
23 42 1,62 1,143 92,81
24 44 1,64 1,235 94,18
25 46 1,66 1,263 94,54

A curva de Ringbom, obtida pela plotagem dos valores das absorbancias,
expressas em (100-T%), no eixo das ordenadas, e o logaritmo da concentragéo, no

eixo das abscissas, encontra-se representada na Figura 4.
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Figura 4 - Representacdo grafica da Curva de Ringbom do itraconazol, por método
espectrofotométrico, utilizando HCI 0,1 mol .

Verificou-se que a melhor linearidade e dose-resposta do itraconazol, em HCI
0,1 mol I, estdo entre as concentracdes de 12 a 28 Mg ml™', conforme demonstrado
na Figura 4. Baseado nesses dados, optou-se por trabalhar na faixa de

concentragéo de 16 a 24 ug ml™.

5.1.4 Curvas analiticas do método espectrofotométrico na regido do ultravioleta

Para a realizagao das curvas analiticas foram utilizadas cinco concentragdes,
que variaram de 80 a 120% da concentragdo do teste. A analise de variancia dos
valores de absorbéancia absoluta, cujos elementos estdo determinados na Tabela 19,
demonstrou que o método foi capaz de produzir resultados diretamente

proporcionais a concentragao do analito.
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Tabela 19 — Valores das absorbancias obtidas na determinagdo da curva analitica do itraconazol
SQR, pelo método espectrofotométrico a 256 nm, utilizando HCI 0,1 mol I"" .

Concentracéo

ug mi”’

Absorbancia

Média + e.p.m

Desvio

Padréo

DPR

(%)

16

0,468
0,464
0,462

0,465 + 0,0018

0,0031

0,66

18

0,528
0,528
0,531

0,529 + 0,0010

0,0017

0,33

20

0,595
0,590
0,592

0,592 + 0,0015

0,0025

0,42

22

0,650
0,658
0,654

0,654 + 0,0023

0,0040

0,61

24

0,718
0,720
0,721

0,720 + 0,0008

0,0014

0,20

Os resultados do tratamento estatistico sobre os valores experimentais

obtidos para a curva analitica média, através da analise de variancia (ANOVA),

encontram-se na Tabela 20.
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Tabela 20 — Analise de varidncia (ANOVA) das absorbancias obtidas na determinagdo da curva
analitica média do itraconazol, por método espectrofotométrico a 256 nm, utilizando HCI 0,1 mol I

como diluente.

Fonte de Variagao gl Soma dos Quadrado Fealculado Fravelado*
Quadrados Médio
Entre doses 4 0,1209769 0,0302442 2452,23 4,53
Regresséo linear 1 0,1209675 0,1209675 9808,17 5,99
Desvio de
inearidade 3 0,0000094 0,0000031 0,2595 4,76
Residuo 6 0,0000740 0,0000123
Total 14 0,1210509
*p=0,05

A curva analitica média, cuja representacao grafica esta indicada na Figura 5,
apresenta regressao linear significativa para p = 0,05, sendo que néao foi observado
desvio significativo de linearidade, para p = 0,05. A curva apresenta coeficiente de
correlacdo de 0,9999, com desvio padrao relativo médio de 0,44%. Esses dados
demonstram que a curva pode ser utilizada para a interpolacdo de valores
experimentais, visando a determinacao quantitativa da substancia.

A representacdo grafica da curva analitica média e a equacdo da reta
determinada através do estudo de regresséo linear, pelo método dos minimos

quadrados, estéo representadas na Figura 5.

0,200
0,700
=
= 0,600 -
=
E 0,500 -
= w=0031%x - 0,051
s R =0,0000
0,200 4
0,200 . . : -
15 17 12 21 23 25
Concentragio pg ml™
Figura 5 — Representagdo grafica da curva analitica média do itraconazol, por método

espectrofotométrico a 256 nm, utilizando HCI 0,1 mol I"* como diluente.
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5.1.5 Precisao

A precisdo do método analitico determina o grau de concordéncia entre
resultados de medidas independentes em torno de um valor central, efetuada varias
vezes em uma amostra homogénea. O valor de DPR (%), preconizado para este
estudo é de 2%, segundo a THE UNITED STATES PHARMACOPEIA (2007), e de
5%, segundo a resolugdo RE n° 899 (BRASIL, 2003).

A repetibilidade dos métodos espectrofotométricos em estudo foi avaliada
através do doseamento de itraconazol capsulas, em trés concentragbes diferentes,
em um unico dia (n=3), conforme descrito em 4.2.1.5.2.

Conforme descrito na Tabela 21, o valor médio foi de 100,08% e desvio

padrao relativo de 0,79 %.

Tabela 21 — Valores experimentais obtidos para o ensaio de repetibilidade de itraconazol capsulas,
por método espectrofotométrico no comprimento de onda de 256 nm, utilizando HCI 0,1 mol I"" como

diluente.

Concentracéao . Teor Média + desvio DPR
da amostra Absorbancias (%) padréo (%)
0,460 99,03
16 0,473 101,59 99,88 + 1,49 1,48
0,460 99,03
0,598 100,96
20 0,592 100,01 100,54 + 0,48 0,48
0,596 100,64
0,715 99,48
24 0,717 99,75 99,83 + 0,40 0,40
0,721 100,27
Média 100,08 0,79
ANOVA F calculado F tabelado
Entre 0,5373 5,1432
concentragdes

*p = 0,05
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Os resultados obtidos na determinacao da repetibilidade foram avaliados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), a fim de determinar se existe
diferencga significativa entre as respostas encontradas nas diferentes concentragdes
analisadas. Conforme demonstrado na Tabela 21, 0 Fcaculado fOi menor do que o
Fiabelado, INdicando que ndo ha diferenga significativa entre os resultados encontrados
(p = 0,05), esta avaliacao foi realizada no sentido de complementar a avaliacdo do
ensaio, porém cabe ressaltar que os critérios que estabelecem o aceite da precisao
do método estao preconizados na Resolucdo RE n° 899 anteriormente citada, aonde
estabelece como critério de aceite o limite maximo de 5% para a variagao entre os
valores do ensaio.

A precisao intermediaria foi determinada em trés dias diferentes por dois
analistas. Os valores experimentais obtidos para as determinacbes da precisao
intermediaria de itraconazol capsulas encontram-se descritos na Tabela 22. O

desvio padréao relativo médio, para este ensaio foi de 0,49%.
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Tabela 22 — Valores experimentais obtidos para o ensaio de precisdo intermediaria de itraconazol
capsulas, por método espectrofotométrico no comprimento de onda de 256 nm, utilizando HCI 0,1 mol”

como diluente.

Analista 1 Analista 2 . ) DPR
Dia n Teor da amostra Teor da amostra Medl?ideS\,’lo do dia
1 1 padréo do dia
(Hg mI™) (%) (Hg mI™) (%) (%)
1 20,13 100,64 20,19 100,96
1 2 20,07 100,33 20,19 100,96 100,54 + 0,6462 0,47
3 19,94 99,70 20,13 100,64
1 19,81 99,07 19,94 99,70
2 2 19,91 99,54 20,19 100,96 99,93 + 0,6588 0,66
3 20,07 100,33 20,00 100,01
1 19,91 99,54 20,03 100,17
3 2 20,00 100,01 20,00 100,01 100,01 + 0,3150 0,31
3 20,10 100,48 19,97 99,85
Média do analista 99,96 100,36
D.P do analista 0,5282 0,5150
DPR do analista 0,5304 0,3307
DPR médio dos ensaios 0,48
ANOVA F calculado F tabelado
Inter-dias 2,6157 3,6823
Entre analistas 1,6941 4,4940
Inter-dias analista 1 0,8940 5,1432
Inter-dias analista 2 3,5260 5,1432

*p=0,05

Os resultados obtidos na determinagdo da precisdo intermediaria foram

avaliados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), a fim de determinar se

houve diferenca significativa entre as respostas encontradas nos diferentes dias,

analistas e entre o mesmo analista em dias diferentes. Conforme demonstrado na

Tabela 22, os valores encontrados para 0s F caculado foram menores do que os

valores F pelado, indicando que nao ha diferenga significativa entre os resultados

encontrados para p =0,05.
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5.1.6 Exatidao

A exatiddo do método analitico representa o grau de concordancia entre o
valor médio obtido de uma série de resultados e o valor de referéncia aceito. Os
resultados experimentais meédios, obtidos para os testes de exatiddo, por
recuperacao, estdo descritos na Tabela 23 e representados graficamente na Figura
6. Os limites preconizados para este teste sdo de 98% a 102% (BRASIL, 2003; USP,
2007; AOAC, 1990).

Tabela 23 — Valores experimentais médios obtidos para o teste de exatidao do itraconazol, por
método espectrofotométrico no comprimento de onda de 256 nm, utilizando HCI 0,1 mol I" como
diluente.

Bal Quantidade de solucéo Média da quantidade de padrédo
aldo

padrado adicionada recuperado*
(50 ml)

(ug mi™) (ug ml™) (%)

R1 15 14,98 99,89
R2 20 20,13 100,67
R3 25 25,15 100,60
R4 30 30,17 100,56

Conceniragio pg ml™’'
o
=]

Kl B2 F3 R4
Amoshas e stalas

| O Coacetitragio comhiecida 0 Copcerdragioreciperada

Figura 6 - Representacdo grafica do teste de exatiddo de itraconazol capsulas, por método
espectrofotométrico a 256 nm, utilizando HCI 0,1 mol I"" como diluente.
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De acordo com os resultados obtidos verifica-se que para todas as
concentragbes experimentais utilizadas os teores percentuais de recuperagao

encontram-se dentro dos limites especificados, o que permite concluir a adequada
exatidao do método.

5.1.7 Especificidade

O teste de especificidade visa assegurar que o procedimento analitico ndo é
afetado pela presenga de outros componentes ou interferentes que possam estar
presentes na amostra sob analise.

O espectro obtido na analise da solugdo placebo apresentou através do
método espectrofotométrico, no comprimento de onda de 256 nm uma absorbancia
de 0,006, conforme exibido na Figura 7. Os espectros do itraconazol SQR,
itraconazol capsulas e amostra simulada dos excipientes (placebo), nas mesmas

condicdes analiticas, estdo demonstrados nas figuras a seguir :
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Figura 7— Espectros de absorgdo (a) Itraconazol SQR; (b) Itraconazol capsulas; (c) Amostra

simulada de excipientes (Placebo); (d) ltraconazol

SQR e amostra simulada de excipientes (Placebo).

SQR e Itraconazol capsulas; (e) ltraconazol
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De acordo com os espectros obtidos é possivel verificar que os excipientes

nao possuem absorbancia significativa no comprimento de onda de 256 nm.

5.1.8 Robustez

Os resultados obtidos no ensaio de robustez alterando os parametros de
comprimento de onda, concentracao e diferentes fabricantes de HCI concentrado
apresentaram variagdes inferiores a 1% entre os teores obtidos.

Para o parametro de avaliacdo de estabilidade frente a luz ambiente e
ultravioleta observou-se que as solugdes sob analise ndo apresentaram variacdes
significativas (<1%) em seus teores nas primeiras 4 horas, porém apds nova
determinagao apos 5 e 72 horas, observou-se redugao em seus teores acima de 2 e
4% respectivamente.

Sendo assim, o método apresentou robustez adequada para pequenas
alteragbes em sua execugao. A partir dos resultados obtidos nos testes de
estabilidade através da exposic¢ao a luz, € recomendavel a analise destas solugdes
em um prazo ndo superior a 4 horas apos o0 seu preparo, estando estas solucdes

expostas a alguma fonte de luz.

5.2 Validacdo da metodologia através da CLAE

5.2.1 Método cromatografico

A cromatografia a liquido € uma das técnicas mais eminentes de
instrumentacéo analitica na atualidade, devido as caracteristicas que ela apresenta
como: boa capacidade de analisar estruturas complexas de compostos organicos e
inorganicos, compostos idnicos e ionizaveis, substancias de baixa e alta massa
molar sem apresentar problemas de decomposi¢cao térmica ou quimica, além da
possibilidade de automatizagao (WANG, 2007).
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O processo cromatografico baseia-se na distribuicdo das espécies quimicas a serem
analisadas entre duas fases, sendo que uma permanece estacionaria, sendo esta
chamada de fase estacionaria e a outra move-se através dela e, por isso, €&
chamada de fase moével. A separagao dos componentes da amostra ocorre pela
diferenca do coeficiente de distribuicdo da amostra entre a fase movel e a fase
estacionaria (WANG, 2007).

5.2.2 Escolha do comprimento de onda

Determinou-se o comprimento de onda em 254 nm para a deteccdo das

capsulas de itraconazol.

5.2.3 Curva analitica

Para a realizagao das curvas analiticas foram utilizadas cinco concentragdes,
que variaram de 60 a 140% da concentracdo do teste. A analise de variancia
(ANOVA) e os valores das areas médias obtidas, exibidas na Tabela 24,
demonstram que o método foi estatisticamente significativo e capaz de produzir

resultados diretamente proporcionais a concentracdo do analito.
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Tabela 24 — Valores das areas obtidas na determinagdo da curva analitica do itraconazol SQR,
através da CLAE.

Concentragéo Area o Desvio DPR
Média + e.p.m .
pg mi™ Padr&o (%)
683026
6 679219 683086 + 2250 3897 0,57
687012
924499
8 918559 916966 + 4874 8442 0,92
907842 -
1140458 =
10 1128856 1144525 + 10427 18060 1,58
1164272
1401946
12 1349499 1372655 + 15448 26756 1,95
1366520
1603390
14 1613524 1613311 + 5668 9817 0,61
1623020
Fonte de Soma dos Quadrado
] al o Fcalculado Ftabelado*
Variacao Quadrados Médio
Entre doses 4 158647165108 396617912774 1964,90 4,53
Regresséao
. 1 158514781400 1585147814070 7853,03 5,99
linear
Desvio de
3 1323837028 1585147814070 219 4,76
linearidade
Residuo 6 1211110747 201851791
Total 14  1,58768E+12
*n=004

A curva analitica, cuja representacdo grafica esta indicada na Figura 8,

apresenta diferenga entre concentragdes e regressao linear significativos, e desvio
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de linearidade nao significativo, para p = 0,05. O coeficiente de correlagao da curva
analitica média foi de 0,9999, com desvio padrao relativo médio de 1,13%. Esses
dados demonstram que esta curva analitica média pode ser utilizada para a
interpolacdao de valores experimentais, visando a determinagdo quantitativa da

substancia.

A representacao grafica da curva analitica e a equacao da reta, determinada
através do estudo de regressédo linear, pelo método dos minimos quadrados, esta

representada na Figura 8.

Curva analitca atraves de CLAE

1800000 -
1600000 +
1400000 +
1200000 +

E
<L 1000000 A
s00000 4 ¥y = 115807% - 11961
R? = 0.9999
00000 A
400000 . i . : . .
4 5 8 10 12 14 16

Concentragido (ugmi)

Figura 8 — Representagéo grafica da curva analitica do itraconazol, através da CLAE com detecgéo
em 254 nm, utilizando HCI 0,1 mol I'' como diluente.

O método apresentou ainda, linearidade para concentragcdes superiores entre

60 e 120 ug ml”", com coeficiente de correlacéo adequado.

5.2.4 Precisao

A repetibilidade do método cromatografico (CLAE) em estudo, foi avaliada
através do doseamento de itraconazol capsulas, em trés concentragdes diferentes,

em um unico dia (n=3), conforme descrito em 4.2.2.5.2.
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Conforme a Tabela 25, o valor médio foi de 100,87% e desvio padrao relativo

de 0,74%.

Tabela 25 — Valores experimentais obtidos para o ensaio de repetibilidade de itraconazol capsulas,
através da CLAE com detecgéo na regiao do ultravioleta em 254 nm, utilizando HCI 0,1 mol I como

diluente final.
Concentracao i Teor Média + DP DPR
da amostra Area (%) (%)
691141 101,19
6 680196 99,61 100,07 + 0,9751 0,97
678787 99,41
1165061 101,64
10 1166617 101,77 101,58 + 0,2205 0,22
1161655 101,34
1606928 99,85
14 1640073 101,90 100,96 + 1,0355 1,02
1627669 101,13
Média 100,87 0,74
ANOVA F calculado F tabelado*
Entre
concentragdes 25130 51432
*p=0,05

Os resultados obtidos na determinacao da repetibilidade foram avaliados

estatisticamente por analise de variancia (ANOVA), a fim de determinar se existe

diferencga significativa entre as respostas encontradas nas diferentes concentragdes

analisadas. Conforme demonstrado na Tabela 25, 0 F caiculado fOoi menor do que o

F tabelado, iNdicando que nao ha diferenga significativa entre os resultados

encontrados para p = 0,05.

A precisao intermediaria foi determinada em trés dias diferentes por dois

analistas. Os valores experimentais obtidos para as determinacbes da precisao

intermediaria de itraconazol capsulas encontram-se descritos na Tabela 26. O

desvio padréao relativo médio dos teores, para este ensaio foi de 0,41%.
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Tabela 26 — Valores experimentais obtidos para o ensaio de precisdo intermediaria de itraconazol
capsulas, através da CLAE.

Analista 1 Analista 2 DPR
Dia n Teor da amostra Teor da amostra Média + e.p.m do dia
(Mg mI™) (%) (g mI™) (%) (%)
] 1 10,17 101,70 10,11 101,06 101,10 + 0,3123 011
2 10,09 100,91 10,12 101,17
3 10,09 100,87 10,09 100,93
1 10,05 100,52 10,03 100,25
2 2 10,04 100,42 10,21 102,05 100,60 + 0,7671 0,76
3 10,06 100,60 9,98 99,78
1 10,17 101,70 10,08 100,85
3 2 10,18 101,78 10,19 101,91 101,53 + 0,3794 0,37
3 10,16 101,57 10,14 101,41
Média dos Teores e DPR 101,18 0,41
Média do analista 101,12 101,04
D.P do analista 0,5633 0,7250
DPR do analista 0,5571 0,7175
ANOVA F calculado F tabelado*
Entre analistas 0,5001 4,4940
*p=0,05

Os resultados obtidos na determinacdo da precisdo intermediaria foram
avaliados estatisticamente por analise de varidncia (ANOVA), a fim de determinar se
existe diferencga significativa entre as respostas encontradas entre os analistas em
dias diferentes. Conforme demonstrado na Tabela 26, o valor encontrado para o F
calculado fOram menores do que os valores F apelado, indicando que nao ha diferenca

significativa entre os resultados encontrados para p = 0,05.

5.2.5 Exatidao

A exatiddo do método analitico proposto foi determinada através do teste de

recuperacao do itraconazol SQR. Neste teste a porcentagem de recuperagao ficou
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dentro dos limites considerados aceitaveis para a recuperagao. Os resultados

experimentais obtidos, estdo descritos na Tabela 27 e representados graficamente

na Figura 9. Os limites preconizados para este teste s&o de 98% a 102% (BRASIL,

2003; USP, 2007).

Tabela 27 — Valores experimentais obtidos para o teste de exatidao do itraconazol, através da CLAE
no comprimento de onda de 254 nm, utilizando HCI 0,1 mol I"* como solugao final.

GQuantidade de padrao

Meédia da quantidade de padrao

Balio
(50 mi) adicionada recuperado®
{pg mT') {pg mT') (%)
R1 15 4 96 98 36
R2 2h 10,15 101,50
R3 35 11,95 9959
R4 a0 1523 101 55
16
14 I
F'E, 12 L
=2 4o —
:E_ Fai e
=
E & —
D
= 4 —
o
o |
0o
1 2 R3 4
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[l ©Quantidade recuperada OConcentragio conhecida

Figura 9 — Representagéo grafica do teste de exatidao de itraconazol capsulas, através de CLAE com
deteccdo em 254 nm, utilizando HCI 0,1 mol I"" como diluente.
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5.2.6 Especificidade

Os cromatogramas obtidos através dos ensaios para determinagdo da
especificidade do método encontram-se exibidos na Figura 10. A partir da injegcéao
dos solventes e amostra simulada do placebo, verifica-se que estes néao
demonstraram interferéncias significativas no tempo de retengcdo do pico referente

ao itraconazol.

0,015 I I l:a:l ~0,015

i

Retention Time “\
|

|

0,010 4 H F0,010

Volts

|
0,005 | \ ~0,005

4,805
| 5,352
7,208

— 0,000

a.ia ] (g =] ,.

Figura 10 — Representagdo grafica dos cromatogramas obtidos no ensaio de especificidade. (a)
Solucdo da amostra simulada do placebo, (b) Cromatograma obtido através da inje¢do utilizando
somente o HCI 0,1 mol I'".

Ainda, através dos estudos de degradacado forgada do itraconazol SQR na
concentracdo final de 10 pg mI" em HCI 0,1 mol I!, pode-se verificar algumas
alteragcbes nos cromatogramas obtidos em hidrélise acida por 4 horas em
temperatura elevada, em relagdo ao cromatograma obtido com a injecdo da amostra
no tempo zero, apresentando reducdo da area do pico referente ao itraconazol SQR
e 0 aparecimento de um outro pico que pode tratar-se de algum produto de
degradacao.

Na hidrdlise alcalina, verificou-se a precipitacédo irreversivel do itraconazol
devido as suas caracteristicas fisico-quimicas de solubilidade em meio acido, o que

impossibilitou o preparo da solugdo da SQR nesta condigao.
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Apos 4 horas sob a luz ultravioleta, ndo houve reducéao significativa da area
do pico referente a SQR do itraconazol ( < 0,5%), porém apresentou uma pequena
alteragdo no tempo de retencdo com a sua detecgdo apds alguns segundos de
diferenca em relagao injegao inicial (tempo zero).

Na oxidagao quimica com H,O, 10 Vol., por 4 horas, observou-se que 0 pico
referente ao itraconazol SQR praticamente desapareceu e, ainda, apresentou
algumas alteragbées no cromatograma, com picos adicionais proximos aos tempos de
retencdo aonde ocorria a deteccao dos solventes da fase mével.

Baseando-se nos resultados obtidos permite-se avaliar que o método utilizado
apresenta especificidade adequada, devido a sua capacidade de detectar o
itraconazol na presenca dos excipientes da formulagcédo e possiveis alteragcées nos
cromatogramas do itraconazol SQR em condigbes forcadas de degradagéo.

De acordo com os resultados, recomenda-se utilizar as solugdes logo apés o
preparo ou armazenar sob refrigeracdo em frascos hermeticamente fechados.

Os cromatogramas obtidos através dos ensaios de degradacao forcada do

método encontram-se exibidos na Figura 11.
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Figura 11 — Cromatogramas da degradacdo forgada, (a) Cromatograma referente a inje¢édo da
amostra no tempo inicial (tempo zero), (b) Degradagcédo em hidrélise acida, (c) Degradagéo fotolitica,
(d) Degradacao oxidativa.

5.2.7 Robustez

ApOs as alteragdes realizadas nas condigdes originais do método verificou-se
que a variacdo no comprimento de onda e temperatura do forno, ndo demonstraram

influéncias significativas nos resultados das areas do pico do itraconazol.
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A alteracdo na vazao e proporcdo na fase movel resultaram apenas em
pequenas alteragdes nos valores das areas do pico do itraconazol e no seu tempo
de retencao, devido ao fato da variagao da interacdo amostra e fase estacionaria em

funcao das diferentes polaridades da fase.

5.3 Validacdo da metodologia através do Ensaio Microbioldgico

O uso de ensaios biologicos em condicdbes devidamente caracterizadas
utilizando cepas de microrganismos de referéncia permite a avaliacdo da poténcia
de farmacos antibidticos, através da comparacao de diferentes concentracdes de
uma amostra e sua substadncia quimica de referéncia, capazes de inibir o
crescimento de um microrganismo sensivel aos mesmos (USP, 2007)

A variabilidade dos reativos biolégicos tornam imprescindiveis o uso de
padrées de referéncia adequados e o emprego de métodos estatisticos para os
delineamentos experimentais e analise de resultados,

Os ensaios de poténcia por difusdo em agar encontram-se descritos em
diferentes compéndios oficiais como as Farmacopéias Brasileira e Britanica.

A determinacdo da poténcia dos antimicrobianos € importante no controle e
na garantia da qualidade das preparagbes farmacéuticas e faz-se necessario o
desenvolvimento de procedimentos praticos e econbmicos que possam ser

validados e aplicados no doseamento desses farmacos (ESMERINO et. al., 2004).

5.3.1 Intervalo de trabalho

A escolha do intervalo de trabalho foi estabelecida em fungao do tamanho dos
halos de inibicdo do crescimento do microrganismo, assim como a linearidade das
respostas obtidas a partir de diferentes concentracbes com a SQR itraconazol.
Testou-se a faixa entre 0,4 e 2,02 ug ml”, estabelecendo-se os pontos 0,6; 0,9 e
1,35 ug ml™ para a curva analitica, devido aos halos obtidos nestas concentracdes

apresentarem limitada inibicdo de crescimento na placa de Petri, facil determinacao
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do didametro e adequada correlagdo linear entre o tamanho médio destes halos e o

logaritmo das doses correspondentes.

5.3.2 Linearidade

Os ensaios foram realizados em trés dias diferentes com novos indculos e
solucbes de trabalho totalizando 10 ensaios, os resultados obtidos podem ser

verificados na Tabela 28.

Tabela 28 —Diametros médios dos halos de inibigao, obtidos para determinagao da curva analitica do
itraconazol SQR, através do ensaio microbioldgico.

Diametros médios dos halos de inibicdo*

Concentracéo
1 (mm) Média £
(Hg ml™) _ . DPR%
Dia 1 Dia 2 Dia 3 desvio padréo
18,51
0,6
18,50 19,10 18,55
18,68 + 0,252 1,35
18,58 18,79 18,53
19,17 18,58 18,53
20,14
0,9 20,18 20,47 20,41 20,32 + 0,167 0,82
20,02 20,34 20,32
20,57 20,37 20,43
21,35
1,35
21,80 22,14 22,34
22,01 £ 0,394 1,79
21,31 22,19 22,27
22,17 22,17 22,41

* Cada valor corresponde a média de seis placas

A curva analitica e a equagéo da reta calculada através da regresséo linear
pelo método dos minimos quadrados, encontram-se graficamente representadas na

Figura12.
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Figura 12 — Representagéo grafica da curva analitica do itraconazol SQR, obtida através de Ensaio
Microbiolégico.

A curva analitica determinada a partir do logaritmo das concentragdes das
doses (ug ml™") versus o diametro médio dos halos de inibicdo de crescimento (mm)
demonstrou linearidade satisfatéria na faixa de 0,6 — 1,35 pg ml™" (Figura 12) com
um coeficiente de correlagdo (r = 0,9994), superior a especificagdo minima para o

coeficiente de correlagdo segundo a RE n° 899 (r = 0,99).

5.3.3 Precisao

A determinacdo da precisdo do método com relagdo a repetibilidade foi
avaliada através de seis determinagbes das amostras das capsulas contendo
itraconazol na concentragdo de 0,9 ug ml™" nas mesmas condigdes de ensaio em um
Unico dia. Os valores obtidos no ensaio de repetibilidade encontram-se descritos na
tabela 29.
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Tabela 29 - Valores experimentais obtidos para o ensaio de repetibilidade do ensaio microbiolégico com
itraconazol.

Teor declarado Teor encontrado Pureza Limite de confianga DPR
(mg) (mg) (%) (P=0,05) (%)
100.44 100.44 97,75-103,20
100.25 100.25 96,75-103,88
100 mg 100.20 100.20 96,58-103,95 0.18
99.99 99.99 98,30-101,71
100.01 100.01 99,19-100,84
100.00 100.00 97,35-102,73

De acordo com os resultados obtidos, pode-se observar que a atividade
bioldgica (poténcia) encontrada para o itraconazol variou 99,99 a 100,44%, com um
desvio padrao relativo (DPR) de 0,18%, estando dentro do limite variagdo maximo
de 5% preconizado para validagédo de métodos analiticos quantitativos, segundo a
RE n° 899 (Brasil, 2003).

Precisao intermediaria

Para a avaliacdo da precisao intermediaria, determinou-se a solugdo amostra

inter-dias (Tabela 30) e inter-analistas (Tabela 31), obtendo-se valores de DPR de

0,31% e 0,23% respectivamente.
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Tabela 30- Valores experimentais obtidos para o ensaio de precisao inter-dias do ensaio
microbiolégico do itraconazol.

Amostra Dia Pureza Limite de confianga Média DP DPR
(%) (P=0,05) (%) (%)
99.99 98,30-101,71
A 1 100.01 99,19-100,84 100.00 0.0100 0.01
100.00 97,35-102,73
100.76 96,36-105,36
A 2 100.10 95,02-105,45 100.41 0.3318 0.33
100.37 95,73-105,24
Média do ensaio 100.21
DP do ensaio 0.31
DPR do ensaio 0.31

Tabela 31- Valores experimentais obtidos para o ensaio de precisao inter-analistas do ensaio
microbiolégico do itraconazol capsulas

Amostra Pureza Limite de confianga Média DP DPR
(%) (P=0,05) (%) (%)
100.44 97,75-103,20
A 100.25 96,75-103,88 100.30 0.12 0.13
100.20 96,58-103,95
100.03 94,70-105,65
A 99.77 95,65-104,06 9993 0.14 0.14
100.00 96,13-104,03
/édia do ensaio 100.12
DP do ensaio 0.23
DPR do ensaio 0.23

Através dos valores obtidos nos ensaios de precisdo do método proposto,

determinou-se a sua reprodutibilidade e baixa variacdo entre os resultados, cumprindo

assim com as especificacdes da legislagcao vigente, que determina que as variagcdes
devem ser inferiores a 5% para a validacao de métodos analiticos (BRASIL, 2003).
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Na figura 13 encontra-se descritos os resumos dos resultados encontrados para

poténcia média e seus respectivos desvios padrao no ensaio de precisao.

102,00 -
101,50 -
101,00 -
100,50 -
100,00 -
99,50 -
99,00 -
98,50 -
98,00

Poténcia média (%)

E Repetibilidade { inter-dias

¢ inter-analistas

Ensaio Precisado

Figura 13 — Poténcia média e respectivos desvios padrao para precisdo do ensaio microbioldgico.

5.3.4 Exatidao

Os valores obtidos no ensaio de exatidao do ensaio microbioldgico, encontram-

se descritos na Tabela 33
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Tabela 32 — Resultados obtidos no estudo da exatiddo do ensaio microbiolégico do itraconazol

Poténcia Poténcia Exatidao Média
Ensaio Média DPR
Tedrica (%) Estimada (%) (%)
1 80,46
2 80,78
80 3 80,92
4 80,73

80,72 100,9 0,24

100,92
101,28
100,54
100,65

100,84 100,84 0,33
100

AW N -

120,28
119,12
121,21
120,27

120,22 100,18 0,71
120

AW N -

Média 100,64 0,42

A partir dos resultados obtidos nos trés niveis de poténcia 80; 100 e 120% em
relagao as trés concentragdes de trabalho, obtiveram-se um valor médio de exatidao
de 100,64%, com desvio padréao relativo de 0,42% (Tabela 33), demonstrando assim
que os resultados encontrados no bioensaio estdo proximos aos reais valores de
poténcia estimados com estas solugcdes de trabalho, confirmando assim a exatidao

do método utilizado.
5.3.5 Especificidade
De acordo com a Figura 14 verificou-se que o ensaio utilizando apenas o

diluente (HCI 0,1 mol I'') ndao apresentou nenhuma atividade antifiingica aparente

para o microrganismo utilizado no ensaio.
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Figura 14 — Representagao grafica dos ensaios de especificidade somente com o diluente HCI 0,1 M
mol I'" (a), representag&o grafica dos halos de inibigao obtidos nos Ensaios microbioldgicos de difusgo
em agar cilindro em placas (b).

A partir dos resultados comparativos obtidos a partir dos ensaios quantitativos
de poténcia microbiolégica e CLAE com a utilizacdo da solugdo da SQR do
itraconazol, submetida a condicdo de degradagdo forcada em hidrélise acida
conforme as condigbes descritas no ensaio de especificidade 4.2.2.5.4,
possibilitaram a verificagdo da especificidade do método, através visualizacdo de
uma redugdo significativa nos tamanhos dos halos de inibicdo e alteragdes no
cromatograma do solugao inicialmente utilizada, apresentando detecgao de um novo

pico no cromatograma e a redugao da area do pico referente ao itraconazol.
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Figura 15 — Representacao grafica dos cromatogramas obtidos com a solugado utilizada no ensaio de
especificidade do método microbiolégico, comparando com o método através da CLAE, (A)
Cromatograma referente a solugdo injetada antes da realizagdo da condigcdo de degradagdo em
hidrélise acida, (B) Cromatograma obtida com a solugdo apds as condicbes de degradagdo em
hidrélise acida, (C) Sobreposicdo dos cromatogramas obtidos antes e depois da condigdo de
degradacao anteriormente citadas.

5.3.6 Robustez
Alguns dos resultados obtidos experimentalmente através de deliberadas
modificagdes nos parametros do método conforme descrito na tabela 17, estdo

representados na Tabela 33.
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Poténcia
Condigao Parametros Limites de confianga Média DP DPR
encontrada

Concentragao do 100,36 92,52-108,85
0,8 % 100,29  0,0702 0,07

inéculo 100,22 96,20-104,40

100,30 93,08-108,10

Concentragao do 100,01 97,37-102,73
1,2% 100,18  0,1504 0,15

inéculo 100,26 97,77-102,82

100,28 97,09-103,58

99,88 96,03-103,88
Camada 10 mi 100,170  0,1986 0,20

100,26 97,77-102,82

100,77 96,28-104,21

Temperatura de 100,44 96,22-104,45
27 °C 100,40 0,0850 0,08

incubagao 100,31 96,18-103,52

100,47 96,32-104,10

A partir das médias de poténcia obtidas nas condi¢des testadas, comprovou-

se que o método utilizado apresenta robustez adequada, pois ndo houve alteracdes

significativas nas determinagdes médias de poténcia do itraconazol capsulas.

O uso de reativos fisico-quimicos definidos e devidamente padronizados

permite a obtengdo de resultados reprodutiveis e confiaveis entre laboratérios, em

contrapartida, a variabilidade inerente aos ensaios bioldgicos devido a utilizagdo de

reagentes bioldégicos como microrganismos, animais, fluidos e érgéos isolados de

animais ndo podem ser definidos totalmente apesar dos esforgos de instituicdes
internacionais neste sentido (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1988). Sendo assim, é

importante ressaltar, ha possivel necessidade de pequenos ajustes e modificagcdes

deste método validado, para que se possa reproduzi-lo em diferentes laboratorios.
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5.4 Comparacdo dos métodos propostos

No presente trabalho desenvolveram-se e validaram-se trés meétodos
analiticos quantitativos para quantificagao tanto do itraconazol capsulas como para
matéria-prima, através de espectrofotometria de absor¢ao na regido do ultravioleta,
Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE), e ensaio microbiolégico de

poténcia-difusdo em agar - cilindros em placa, conforme descrito na Tabela 34.

Tabela 34- Métodos analiticos desenvolvidos e validados para analises quantitativas do itraconazol
matéria-prima e capsulas

Métodos
A Espectrofotometria de absorgao na regiao do ultravioleta
B Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)
C Ensaio microbioldgico de poténcia - difusdo em agar - cilindros em placa

Os resultados experimentais obtidos para a determinagcdo quantitativa do
itraconazol capsulas, nos testes de precisdao nos trés métodos validados, foram

comparados estatisticamente por ANOVA e estao representados na Tabela 35.
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Tabela 35 — Analise de variancia entre os resultados obtidos nos testes de precisao para os ensaios de
espectrofotometria na regido do ultra violeta, CLAE e ensaio microbiolégico de poténcia

A B C
99,03 101,19 100,44
101,59 99,61 100,25
99,53 99,41 100,2
100,96 101,64 99,99
100,01 101,77 100,01
100,64 101,34 100,00
99,48 99,85
99,75 101,9
100,27 101,13
Média 100,14 100,87 100,14
S 0,81 0,97 0,18
DPR 0,81 0,97 0,18
ANOVA Fcalculado Ftabelado
2,4012 3,4668
102
101.5
101 B
E 100.5 T
g 100 A C
n 99.5 J_
E 99
F 98.5
o8
Precisdao meétodos desenvolvidos
Figura 16 - Resultados dos ensaios de precisdo obtidos nos métodos validados. (A)

Espectrofotometria de absor¢cido na regido do ultravioleta; (B) Cromatografia a liquido de alta

eficiéncia (CLAE); (C) Ensaio microbioldgico de poténcia - difusdo em agar - cilindros em placa.

Os resultados da analise comparativa (Tabela 35), através da analise de
variancia (ANOVA) demonstrou que ndo houve diferenca significativa entre os
resultados obtidos com os diferentes métodos (p=0,05) para a forma farmacéutica
em estudo, sendo assim, os meétodos analiticos desenvolvidos podem ser
intercambiaveis em analises quantitativas do itraconazol capsulas e também

matéria-prima.
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CONCLUSOES

e As condicbes analiticas estabelecidas no método por espectrofotometria na
regidao do UV demonstraram linearidade, precisao, especificidade, robustez e
exatiddo, adequados para a determinagcdo quantitativa tanto para o
itraconazol matéria—prima como na sua apresentacdo em capsulas.

e O método por cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE) cumpriu com
as especificacbes de linearidade, exatiddo, precisdo, robustez e
especificidade, para a realizacdo de ensaios analiticos quantitativos do
itraconazol matéria-prima e capsulas.

e O Ensaio microbiolégico de difusdo em agar cilindros em placas, com
planejamento 3x3 utilizando o microrganismo de referéncia candida albicans
ATCC 10231 e meio antibidtico n° 19 demonstrou linearidade, exatidao,
precisdo, robustez e especificidade adequadas para determinagao
quantitativa do itraconazol matéria-prima e capsulas.

e Os métodos propostos no presente trabalho (Espectrofotometria - UV, CLAE-
UV e Ensaios microbiolégicos de difusdo em agar) cumpriram com as
especificacoes estabelecidas para a validacdo de métodos analiticos
quantitativos, e nado demonstraram entre si diferengas estatisticamente
significativas, o que permite a utilizacdo de qualquer um destes métodos
analiticos para as analises quantitativas do itraconazol matéria-prima e sua

apresentacao em capsulas.
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APENDICE A — Parametros analiticos utilizados nos métodos empregados.

Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Paréametros Descricédo
Branco e diluente HCI 0,1 mol I
Comprimento de onda 256 nm
Cubetas de quartzo 1 cm de caminho éptico

Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)

Parametros Descricao
Coluna Phenomenex® Gemini RP-8 (150 mm x 4,60 mm, 5 ym)
Fase movel Acetonitrila : Agua (65:35)
Comprimento de onda 254 nm
Temperatura 25°C
Volume de injecao 50 ul
Vazao 1,0 ml/minuto

Ensaio microbiolégico de poténcia - difusdo em &gar — cilindros em placas

Parametros Descricdo
Microrganismo Céndida albicans ATCC 10231
Meio de cultura Meio de cultura para antibiético n® 19
Volume do meio de cultura em cada placa 8ml
Concentragao de padréao e amostra 0,6,09e 1,35 pg.ml'1
Temperatura de incubagao 25°C+2°C
Tempo de incubagao 48 horas
Solug&o diluente HCI1 0,1 mol I

Concentragéo do inéculo 1%
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APENDICE B - Fluxograma do preparo da SQR e amostra das céapsulas

contendo itraconazol nos métodos empregados.

ITRACONAZOL (ITR)

METODOS
ANALITICOS

Espectrofotometria Cromatografia a liquido
naregido do de alta eficiéncia
ultravioleta (CLAE)

Ensaio microbioldgico

de poténcia
difusdo em agar

y

SQR
ITRACONAZOL

Solubilizagéo:

Diclorometano
+

Metanol

A 4

CAPSULAS
ITRACONAZOL

Solubilizagéo:

HCI (0,2mol ")
+

Ultra-som

Diluente final

HCI (0,1mol I'")




