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RESUMO

Gemifloxacino (GMFLX) é um agente fluorquindlonico, antibacteriano recentemente
desenvolvido que apresenta um amplo espectro de atividade. O objetivo deste
estudo foi desenvolver e validar métodos seletivos e sensiveis para a determinacao
quantitativa de GMFLX em comprimidos revestidos por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar de zona (CZE). O método por CLAE foi
realizado em uma coluna LiChrospher® 100 RP-8e, 5um (125 x 4 mm) e uma fase
movel composta por tetraidrofurano:agua (25:75, v/v) com 0.5% de trietilamina e pH
ajustado para 3.0 com &cido ortofosférico. O tempo de retencdo do GMFLX foi de
2.3 min. O método mostrou boa linearidade (r* 0.9989) e precisdo (RSD% < 0.89). A
exatidao foi expressa em percentagem de recuperagdo (R% < 101.3%). O método
por CZE foi realizado utilizando 50 mmol L™ de tamp4&o tetraborato de sédio (pH 8.6).
As amostras foram injetadas hidrodindmicamente (0.5 psi, 5s) e o0 sistema
eletroforético foi operado sob polaridade normal, em +20 kV e temperatura de 18 °C.
O capilar utilizado foi de silica fundida de 40.2 cm de comprimento (30 cm efetivos) x
75 pm (d.i.) x 375 um (d.e.). Esse método apresentou um tempo de migracdo de
2.55 min para o GMFLX e 1.66 min para o metoprolol (padrdo interno). Os
parametros avaliados apresentaram linearidade (r* 0.9992), precisdo (RSD% < 4.2)
e exatiddo (R% < 101.8%). Tanto a CLAE quanto a CZE foram consideradas
técnicas interessantes e eficientes para serem aplicadas no controle de qualidade

em industrias farmacéuticas.

Palavras-chave: Gemifloxacino, cromatografia liquida de alta eficiéncia, eletroforese

capilar de zona, validacéo, formula¢gdes farmacéuticas
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Tavares, V.F. Quantitative determination of gemifloxacin mesylate in tablets by
capillary zone electrophoresis and high performance liquid chromatography.
Dissertacao (mestrado). XX f., 2010.

ABSTRACT

Gemifloxacin (GMFLX) is a recently developed fluorquinolone antibacterial agent
presenting a broad spectrum of activity. The aim of this study was to develop and
validate selective and sensitive methods for quantitative determination of GMFLX in
coated tablets by high performance liquid chromatography (HPLC) and capillary zone
electrophoresis (CZE). The HPLC method was carried out on a LiChrospher® 100
RP-8e, 5um (125 x 4 mm) column with a mobile phase composed of tetrahydrofuran-
water (25:75, viv) with 0.5% of triethylamine and pH adjusted to 3.0 with
orthophosphoric acid. The retention time of GMFLX was 2.3 min. The method
showed good linearity (r? 0.9989) with good precision (RSD < 0.89%). Accuracy was
expressed as percentage recovery (R% < 101.3%). The CZE method was performed
using 50 mmoL™ sodium tetraborate buffer (pH 8.6). Samples were injected
hydrodynamicaly (0.5 psi, 5s) and the electrophoretic system was operated under
normal polarity, at +20kV and temperature of 18°C. A fused-silica capillary 40.2 cm
(30 cm effective length) x 75 pm (i.d.) x 375 pum (o.d.) was used. This method
presented a migration time of 2.55 min for GMFLX and 1.66 min for metoprolol
(internal standard). The evaluated parameters presented acceptable linearity (r*
0.9992), precision (RSD < 4.2%) and accuracy (R%=< 101.8%). Both, HPLC and CZE
method could be interesting and efficient techniques to be applied for quality control

in pharmaceutical industries.

Keywords: gemifloxacin, high performance liquid chromatography, capillary zone

electrophoresis, validation, pharmaceutical formulations
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min™, fase mével: THF: TEA 0.5% (pH 3,0) ajustado com
acido ortofosforico (25:75 v/v); detecgdo UV de 280 nm.

Cromatograma da solugdo de gemifloxacino 50,0 pg mL™
apos hidrolise em meio basico ap6s 2h. Condic¢des: coluna
LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x 4 mm), vazao: 1,0 mL
min?, fase movel: THF: TEA 0.5% (pH 3,0) ajustado com
acido ortofosférico (25:75 v/v); deteccdo UV de 280 nm.

Sobreposicdo dos cromatogramas da curva analitica nas
concentracdes de 35,0 a 65,0 ug mL™. CondicBes: coluna
LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x 4 mm), vaz&o: 1,0 mL
min?, fase movel: THF: TEA 0.5% (pH 3,0) ajustado com
acido ortofosférico (25:75 v/v); deteccao UV de 280 nm.

Curva de calibracdo do gemifloxacino na faixa de
concentracéo de 35,0 a 65,0 pg mL™.

Eletroferograma referente ao pico do gemifloxacino na
concentracdo de 100,0 ug mL™. Condicdes: voltagem de +18
kV, temperatura de 18°C. Condicdes: 5 s de injecédo a 0.5 psi,
e tamp&o de tetraborato de sédio 10 mmol L™ e absorcédo UV
em 280 nm.

Eletroferogramas referente ao pico do gemifloxacino na
concentracdo de 100,0 pg mL™. Eletrélito de corrida de TBS
na concentracdo de 40 a 60 mmol L. Condicées: voltagem
de +18 kV, temperatura de 18°C, introducdo hidrodinamica
da amostra por 5 s a 0.5 psi e deteccéo no UV em 280 nm.

Eletroferograma da solugao de placebo CondigGes: capilar de
silica fundida com 40,2 cm (30 cm efetivo) x 75 um (d.i.) x
375 pm (d.e.); eletrélito: tampédo tetraborato de sddio 50
mmol L™ (pH 8,6); voltagem de +18 kV; temperatura de 18°C;
introducéo hidrodindmica da amostra por 5 s a 0,5 psi e
absorcdo UV em 263 nm.

Eletroferograma da solucdo de gemifloxacino 50,0 pg mL™
apos 2h de hidrolise em meio neutro. Condigdes: capilar de

67

68

68

69

69

73

74

76

76

iv



Figura 21

Figura 22

Figura 23

Figura 24

Figura 25

silica fundida com 40,2 cm (30 cm efetivo) x 75 pm (d.i.) X
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apos 2h de hidrolise em meio oxidativo. Condi¢cbes: capilar
de silica fundida com 40,2 cm (30 cm efetivo) x 75 pum (d.i.) X
375 um (d.e.); eletrdlito: tampédo tetraborato de sodio 50
mmol L™ (pH 8,6); voltagem de +18 kV; temperatura de 18°C;
introducédo hidrodindmica da amostra por 5 s a 0,5 psi e
absorcao UV em 263 nm.

Eletroferograma da solucdo de gemifloxacino 50,0 pg mL™
apos 2h de hidrolise em meio acido. Condi¢cles: capilar de
silica fundida com 40,2 cm (30 cm efetivo) x 75 um (d.i.) X
375 pm (d.e.); eletrdlito: tampédo tetraborato de sodio 50
mmol L™ (pH 8,6); voltagem de +18 kV; temperatura de 18°C;
introducéo hidrodindmica da amostra por 5 s a 0,5 psi e
absorcao UV em 263 nm.

Eletroferograma da solucdo de gemifloxacino 50,0 pg mL™
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silica fundida com 40,2 cm (30 cm efetivo) x 75 um (d.i.) X
375 pm (d.e.); eletrélito: tampédo tetraborato de sddio 50
mmol L™ (pH 8,6); voltagem de +18 kV; temperatura de 18°C;
introducdo hidrodinAmica da amostra por 5 s a 0,5 psi e
absorcdo UV em 263 nm.

Sobreposicdo dos eletroferogramas da curva analitica nas
concentracdes de 35,0 a 65,0 pg mL™, com adicdo de PI.
Condicdes: capilar de silica fundida com 40,2 cm (30 cm
efetivo) x 75 um (d.i.) x 375 um (d.e.); eletrdlito: tampéao
tetraborato de sédio 50 mmol L™ (pH 8,6); voltagem de +18
kV; temperatura de 18°C; introdugcdo hidrodindmica da
amostra por 5 s a 0,5 psi e absor¢cdo UV em 263 nm.

Curva de calibragdo do gemifloxacino na faixa de
concentracdes de 35,0 a 65,0 pg mL™. Padrdo interno.
metoprolol (500,0 ng mL™).
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1 INTRODUCAO

Desde a descoberta da penicilina por Alexander Fleming em 1921, até
meados dos anos 60, a terapia antibacteriana era baseada em medicamentos de
origem natural. Em 1961, a descoberta do primeiro antibiético sintético deu origem
as primeiras quinolonas, que mesmo sendo muito eficazes, possuem limitaces
farmacocinéticas, como atingir concentracfes adequadas somente nas vias urinarias
e espectro de acdo restrito a bactérias gram-negativas. Posteriormente, foi
sintetizado o primeiro farmaco de uma subclasse das quinolonas, o norfloxacino,
pela insercdo de um atomo de flor e um anel piperazinico no anel central das
quinolonas. Esta subclasse recebeu o nome de quinolonas fluoradas, ou

simplesmente fluorquinolonas.

Apbs verificar-se o amplo espectro de atividade, a boa cinética e resultados
favoraveis das fluorquinolonas, nos anos seguintes foram dados continuidade a
pesquisa e aprimoramento destes farmacos. S&o genericamente chamados de
quinolonas, e, dentre eles estdo as de segunda, terceira e quarta geragdes, com as
quais se continua buscando o combate a resisténcia das bactérias aos farmacos
mais antigos. Os farmacos desenvolvidos posteriormente foram conseqiéncia de
continuos estudos e pesquisas em favor de melhoramentos das indicacoes,

espectros de acao e combate a resisténcia bacteriana.

Antibacteriano da terceira geracdo das quinolonas, o gemifloxacino € uma das
mais recentes fluorquinolonas desenvolvidas, tendo sido disponibilizada no mercado
brasileiro em 2007, para o tratamento de infec¢cbes do trato respiratério. O
gemifloxacino exerce acdo bactericida, bloqueando a replicacdo do material genético
bacteriano. Sua maior vantagem em relacdo a outros antibibticos é sua alta
afinidade pela enzima bacteriana DNA-girase. Mesmo sendo recente, é um
medicamento de primeira escolha para o tratamento de infec¢des, e considerado de

grande importancia na terapéutica.

Pelo levantamento bibliografico, constatou-se a falta de métodos simples,
econdbmicos e eficazes para a determinacdo quantitativa de gemifloxacino em
comprimidos, com a finalidade de emprego na rotina de um laboratério de controle

de qualidade de medicamentos.



Um fator relevante ao uso de qualquer medicamento € passar para o
paciente/cliente a certeza de sua qualidade, Um medicamento sé pode ser
considerado um produto de qualidade quando ha determinado grau de semelhanca

com seu projeto inicial, ou seja, o prototipo.

Nos anos 80 e 90 foram estabelecidos o controle total de qualidade e suas
normas legais. Desde entdo, estas exigéncias aplicadas em medicamentos véem

sido seguidas, fiscalizadas e aprimoradas continuamente.

Hoje, a maioria das formas farmacéuticas acabadas s&o misturas de
principios ativos e diversos materiais inertes (excipientes), assegurando assim, a
qualidade, estabilidade, garantindo em inUmeras vezes, a aceitabilidade de um
medicamento pelos pacientes. Apesar das vantagens destas complexas misturas, o
controle de qualidade deve ser feito, o que s6 € possivel se houver a separacao

completa das misturas.

Outro fator relevante € o crescimento acelerado de novas pesquisas e de
novos produtos farmacéuticos mais elaborados e complexos lancados no mercado.
Por este motivo as ferramentas e tecnologias utilizadas para assegurar a eficacia,
seguranca e qualidade de um medicamento devem acompanhar esse crescimento

no mesmo ritmo de seu desenvolvimento.

Com a finalidade de garantir-se a qualidade de um processo e do produto
final, deve-se realizar um conjunto de ensaios qualitativos e quantitativos, que
assegurem a qualidade de todos 0s seus componentes, principios ativos,
embalagens, condicbes de armazenamento, producdo e todo produto acabado.
Além disso, cada processo, ensaio e analise devem ser validados, ou seja,
comprovada a sua eficacia, seguranca e confiabilidade perante os resultados

esperados.

Varios o0rgaos competentes disponibilizam hoje guias para a validacdo de
metodologias analiticas empregadas em farmacos. Todos concordam com O0sS
parametros minimos que devem ser avaliados, tais como seletividade, linearidade,
preciséo e exatiddo. O exemplo de guia utilizado é informado pela Resolu¢cdo RE n°
899 de 29 de maio de 2003, publicado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), mesmo orgao responsavel pela fiscalizagdo da qualidade dos

medicamentos produzidos no Brasil.



A preocupacdo com a qualidade de antibidticos aumenta a importancia dos
laboratérios de controle de qualidade, em desenvolver e validar metodologias

analiticas para identificar e quantificar estes farmacos.

O presente estudo tem por objetivo o desenvolvimento de métodos analiticos
simples e eficazes, capazes de satisfazer as exigéncias quanto aos parametros
minimos de validagdo necessarios para quantificacdo de gemifloxacino empregando-

se a eletroforese capilar (EC) e a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
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2 OBJETIVOS

O presente trabalho foi planejado visando o desenvolvimento e a validac&o de
duas metodologias analiticas para a determinacédo quantitativa de gemifloxacino em

preparacdes farmacéuticas. Portanto, os objetivos de pesquisa foram:

v" Desenvolver metodologia simples e eficiente para determinacdo quantitativa de

gemifloxacino por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

v' Desenvolver metodologia simples e eficiente para determinacdo quantitativa de

gemifloxacino através da eletroforese capilar de zona (CZE);

v Validar as metodologias desenvolvidas;

v' Comparar as metodologias desenvolvidas e validadas; e

v' Aplicar as metodologias desenvolvidas para a determinacdo quantitativa de

gemifloxacino, em comprimidos comercializados no Brasil.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1. Fluorguinolonas

Em 1949 Prince e col.(TAVARES, 2001) descreveram as quinolonas a partir de
uma estrutura de quinoleina com &cido carboxilico e uma funcéo cetona, mas esta

substancia ndo apresentou nenhuma atividade bioldgica.

A quinoleina esté presente em diversos farmacos, inclusive na cloroquina. Em
1962 Lesher e col. (TAVARES, 2001) identificaram a presenca de uma substancia
halogenada durante a sintese do agente antimalarico cloroquina, o acido nalidixico,

com propriedades antibacterianas.

O espectro de acdo do acido nalidixico se resume as bactérias gram-
negativas, exceto a Pseudomonas aeruginosa e curto espectro das gram-positivas,
sendo, portanto, restrito a infeccbes urinarias (GENNARO, 2004; TAVARES, 2001).
Embora este nunca tenha sido amplamente utilizado no tratamento de infec¢des
sistémicas, forneceu a base quimica na qual mais de dez mil andlogos foram
identificados (O’'DONNELL et al., 2004).

Novos compostos foram sintetizados com outras estruturas centrais para as
quinolonas, além da quinoleina, a naftiridina, a cinolina e a piridopirimidina, contendo
uma funcéo cetona (TAVARES, 2001).

Em 1974 a descoberta do acido pipemidico por Pesson e col. (TAVARES,
2001) deu origem as quinolonas de segunda geracao. Assim, em 1980 foi sintetizada
a primeira fluorquinolona, o norfloxacino. Os farmacos desta geracdo se limitam a

atuar nas vias urindrias e intestino (CROSS et al., 1999).

Apos verificar-se o amplo espectro de atividade, a boa cinética e resultados
favoraveis das fluorquinolonas, nos anos seguintes, foi dada a continuidade a
pesquisa e aprimoramento destes farmacos. Sdo genericamente chamados de
quinolonas, e, dentre eles estdo as de terceira e quarta geragdes, com as quais se
continua buscando o combate a resisténcia das bactérias aos farmacos mais antigos
(GENNARO, 2004).



O nome fluorquinolonas surgiu da insergdo de um atomo de fldor no carbono
6 no anel piperazinico da estrutura central das quinolonas. Em seguida foram
realizadas variacbes nos carbonos 5 e 8. Os agentes mais recentes apresentam
grupos aminas ou metilas no carbono 5 e na posicdo 8 diferentes substituintes

menores como fluor, cloro ou metila (GENNARO, 2004).

As fluorquinolonas de terceira geracdo, representadas por farmacos como
ciprofloxacino e ofloxacino, séo utilizadas no tratamento de infec¢des sistémicas,
devido ao seu espectro de acdo ser capaz de atuar sobre os bacilos gram-negativos,
incluindo Pseudomonas aeruginosa e estafilococos. Com um espectro de acdo mais
amplo, as fluorquinolonas mais recentes, de quarta geracado sao capazes de atuar
sobre infec¢Bes por germes gram-negativos e bactérias gram-positivas (O'DONNELL
et al., 2004; TAVARES, 2001)

Em geral as fluorquinolonas agem na enzima bacteriana responsavel pela
replicagdo ou transcricdo de seu DNA, a DNA-girase, que provoca aumento do
espiralamento negativo do DNA, causando uma ruptura da dupla hélice (SILVA,
2002). Por sua vez, as fluorquinolonas possuem como alvo primario o conjunto de
enzimas bacterianas topoisomerase, responsavel por manter o DNA bacteriano
fisicamente, quimicamente e biologicamente ativo e estavel. As mais recentes
fluorquinolonas agem principalmente na enzima topoisomerase IV, e, como alvo de
acado complementar, exercem também acédo sobre a DNA-girase, aprimorando assim
seu espectro de acdo. Além disso, estes compostos apresentam propriedades
farmacocinéticas melhores (O'DONNELL et al., 2004; HOOPER, 1998).

A classificacdo das quinolonas por geracgdes foi proposta por Walker (RANGE
et al., 2004), para diferencia-las sob o ponto de vista clinico, baseado na poténcia e

no espectro da atividade antibacteriana.

Assim como o0 emprego abusivo e sem critério de qualquer outro
antibacteriano, os microrganismos também criam resisténcia as quinolonas, devido a
mutacdo, causando diminuicdo da afinidade das girases ou pela permeacdo do
farmaco através da parede celular bacteriana (GOODMAN et al., 2007; SILVA, 2006).

Muitas vezes considerados farmacos de primeira escolha na terapéutica, as
fluorquinolonas ganharam espacgo e estdo constantemente sendo alvos de novas

pesquisas e interesse de laboratérios farmacéuticos. Na ultima década observou-se
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um rapido crescimento e, consequentemente, 0 aparecimento de novos
medicamentos, como o gemifloxacino, uma das mais recentes fluorquinolonas
aprovada pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) disponivel no mercado
(ELBASHIR et al., 2009; O'DONNELL et al., 2004).

3.2. Gemifloxacino

3.2.1. Propriedades farmacolégicas

Numeros do Ministério da Saude comprovam que a incidéncia de internacdes
por pneumonias no Brasil em 2004 foi superior a 720 mil casos. Dados do I
Consenso Brasileiro sobre Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica mostram que casos
de bronquite aguda representam a 52 maior causa de internacdo no Brasil, sendo
responsavel por mais de 10 mil ébitos ao ano. Ja as infec¢des das vias aéreas

superiores (sinusite) causaram mais de 6 mil internacées/ano.

Este farmaco, comercializado na forma de mesilato de gemifloxacino, é
utilizado no tratamento de infec¢des do trato respiratério inferior e superior causadas
por Streptococcus pneumoniae (multi-drug resistant), Haemophilus influenzae,
Haemophilus parainfluenzae, Moraxella catarrhalis, Mycoplasma pneumoniae,
Chlamydia pneumoniae e Klebsiella pneumoniae. E indicado, portanto, no
tratamento da exacerbacédo aguda de bronquites crbnicas, sinusite aguda bacteriana
e pneumonia adquirida (BALL et al., 2001).

3.2.2. Farmacocinética

O mesilato de gemifloxacino é administrado em doses orais Unicas e diarias
de 320 mg através de comprimidos revestidos, com tratamento de cinco a sete dias.
Apos o terceiro dia de uso ocorre o equilibrio, pelo acimulo de gemifloxacino, apos

doses orais multiplas de 640 mg.

7

A absorcdo do gemifloxacino pelo trato gastrointestinal € muito rapida,
alcancando picos de concentracdo plasmatica entre 0,5 e 2 horas apos
administracdo oral. Sua biodisponibilidade absoluta chega a 71%,

independentemente de ser administrado ou ndo, nas refeigdes.
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A ligacao in vitro com as proteinas plasmaticas em voluntarios saudaveis é de
60 a 70%, independente da a concentragdo. Apos administracao, o gemifloxacino é
difusamente distribuido pelo organismo. Sua penetracéo € ideal em tecidos e fluidos
pulmonares, principalmente no plasma, macrofagos bronquioalveolares, liquido de

revestimento epitelial e mucosa bronquica.

Sua metabolizacdo ocorre no figado em pequenas quantidades. ApGs esta
etapa, 65% do composto inalterado € encontrado no plasma em até 4 horas apos a
administracdo. O restante (menos que 10%) é composto por metabdlitos como o N-

acetil gemifloxacino, seu isbmero e o carbamil glucoronida do gemifloxacino.

A excrecdo do mesilato de gemifloxacino, como composto inalterado e
metabalitos, se da por duas rotas, fezes e urina. Estudos comprovam que a média

de meia-vida é de aproximadamente 7 horas (BALL et al., 2001; BALL et al., 2004).

3.2.3. Farmacodinamica

O gemifloxacino exerce acao bactericida, bloqueando a replicacdo do material
genético bacteriano por atuar sobre a enzima DNA girase, impedindo-a de distorcer
a dupla hélice do DNA, bloqueando consequentemente a replicacdo do material
genético. A maior vantagem do gemifloxacino em relagdo a outros antibidticos, é a
alta afinidade deste farmaco pela enzima. A topoisomerase IV é outra enzima que
este farmaco atua, impedindo a replicacdo, transcricdo e recombinacdo bacteriana
(BALL et al., 2004).

Outro mecanismo do gemifloxacino é atuar sobre a enzima topoisomerase |V,
que é necessaria para a replicacdo, transcricdo, reparo e recombinacdo do DNA
bacteriano. Desta maneira, exerce acdo contra as bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (BALL et al., 2004; CROSS et al., 1999).

3.2.4. Propriedades fisico-quimicas

Quimicamente, o gemifloxacino é conhecido como 7-[(4E)-3(aminomethyl)-4-
methoxyiminopyrrolidin-1-yl]-1-cyclopropyl-6-fluoro-4-oxo-1,8-naphthyridine-3-

7

carboxylic acid. Comercialmente é encontrado como sal mesilato na forma
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sesquiidratada. Sua forma empirica € CigH20FNs504.CH4O3S e sua estrutura esta

apresentada na Figura 1.

N. N_ _N . CH,0,5

F COOH

Figura 1 - Estrutura quimica do mesilato de gemifloxacino

O mesilato de gemifloxacino é sélido amorfo, de cor branca a amarelo-pélido
e de carater anfotero, livremente solUvel a pH neutro. Apresenta ponto de fusdo de
aproximadamente 235 a 237° e possui pka 6,02 e 9,15 (DRUGBANK).

3.2.5. Produto comercial

No dia 04 de abril de 2003, nos Estados Unidos, o FDA aprovou e colocou em
sua lista de novas entidades moleculares (NME) o farmaco mesilato de
gemifloxacino, sob o nome comercial de Factive®, produto da inddstria farmacéutica

Oscient Pharmaceuticals, do grupo LG Science for Life Ltd.

No Diério oficial da Unido de 05 de junho de 2006, o mesilato gemifloxacino,
produzido pela Aché Laboratérios Farmaceuticos S.A., foi aprovado pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como Medicamento Novo. Desta maneira
foi autorizada a fabricacéo de Factive® no Brasil. Em meados de 2007, o produto foi

disponibilizado no mercado brasileiro.

3.3. Controle de qualidade

Hoje, diversos conceitos subjetivos levam a uma Unica idéia de qualidade e

GIL (2007) a define de forma simples: “... um conjunto de atributos que se deseja
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para um determinado produto. A satisfacdo das expectativas do cliente e o
cumprimento de aspectos técnicos e de desempenho legalmente exigidos sé&o dois
fatores determinantes desse conceito.” Mas levando em consideracdo o consumidor,
dificilmente ira se obter um produto de alto padrdo, pois as expectativas e
necessidades séo pessoais, por esse motivo se tem como um produto de qualidade

aguele que atende suas especificacoes.

Antes da Segunda Guerra Mundial, a idéia de qualidade era simplesmente a
auséncia de defeitos do produto final. Com a evolucdo na area industrial e o
aprimoramento no setor farmacéutico, em 1962, o Congresso dos Estados Unidos
comecou a exigir Boas Praticas de Fabricagdo de medicamentos. Seguindo esses
passos, na década de 70 o Japdo estabelece, além do controle de qualidade, o

controle de processos.

Neste contexto histérico, o controle da qualidade passou por trés diferentes
fases: inspecdo, controle estatistico e qualidade total. A inspecdo de produtos em
pequena quantidade era feita em todas as unidades produzidas. Com o advento da
Revolucdo Industrial, o controle da qualidade de produtos fabricados em larga
escala, deu origem ao processo de amostragem e localizacdo de erros, a estatistica
foi a principal forma de andlise e avaliagdo. Atualmente, o termo Controle Total
(Integral) da Qualidade resume o esfor¢co organizado dentro de uma empresa,

constituindo o Sistema de Qualidade desta empresa.

Em laboratérios e industrias farmacéuticas, quando se fala em Sistema de
Qualidade engloba-se o Controle de Qualidade, as Boas Praticas de Fabricacdo e o
Controle Total da Qualidade, a fim de se idealizar, produzir, manter e assegurar as
caracteristicas em cada unidade do produto através de padrdes ou niveis de
qualidade (GIL, 2007; SANTORO, 1988).

De acordo com a RDC 17 da ANVISA, o Controle de Qualidade pode ser
definido como o conjunto de ensaios qualitativos e quantitativos realizados com o
objetivo de avaliar matérias-primas, produtos intermediarios, produtos acabados,
materiais de embalagem e verificar se apresentam conformidade com as
especificacdes estabelecidas. Portanto, o objetivo € examinar o produto, detectar o
defeito, desvios e erros. Desta maneira, o Controle de Qualidade se resume em um
trabalho de deteccdo (BRASIL, 2010; GIL, 2007).
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Outras atribuicbes do Controle de Qualidade é estabelecer, validar e
implementar os procedimentos dentro da inddstria, seguindo Procedimentos

Operacionais Padréo aprovados e registrados (GIL, 2007).

A grande maioria das formas farmacéuticas acabadas sdo misturas de
principios ativos e diversos materiais inertes (excipientes), que asseguram a
qgualidade e a estabilidade do medicamento, garantindo assim a aceitabilidade, a
eficiéncia, a confiabilidade e a seguranca do paciente. Apesar das vantagens destas
complexas misturas, o controle de qualidade deve ser feito, 0 que sO é possivel se

houver a separacado completa dos componentes destas formulagdes (LEITE, 2002).

O controle de qualidade se subdivide em microbiologico e fisico - quimico. Os
ensaios realizados em laboratérios de controle fisico-quimico para avaliacdo
qualitativa e quantitativa sédo basicamente ensaios de identificacdo, pureza, poténcia,

fisicos, estabilidade e técnicas analiticas para determinagéo quantitativa (GIL, 2007).

O tratamento estatistico de dados se tornou parte de qualquer procedimento,
pois quando aplicado em qualquer fase do controle de qualidade auxilia na avaliagao
de um grande numero de resultados e fatores experimentais utilizando calculos
matematicos, reduzindo assim o trabalho, o tempo e o custo dos procedimentos
(BARROS NETO et al., 2007).

3.4. Métodos instrumentais

Os métodos instrumentais tornaram-se ferramentas fundamentais para o
controle de qualidade, tanto no laboratdrio fisico-quimico, como no microbioldgico ou
no controle de processos. A maior importancia estd no grande avanco tecnolégico, o
que possibilitou o aumento da sensibilidade dos métodos e agilidade na obtencéo de

resultados e avaliacdo de erros.

Dentre os principais métodos instrumentais utilizados atualmente no controle
de qualidade destacam-se a espectroscopia de absor¢cao UV-visivel e infravermelho,
fluormetria, polarimetria, técnicas eletroanaliticas (voltametria, polarografia,
potenciometria, condutometria e titulagdes), absor¢ao atdbmica, cromatografia liquida,
cromatografia gasosa e outras técnicas cromatograficas acopladas a diversos

sistemas de deteccéo.
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Além de todas as técnicas e suas deriva¢des, 0 constante aprimoramento das
técnicas existentes e o desenvolvimento de novas como a eletroforese capilar (EC) e
a espectrometria de massas, facilitam as analises, mas exigem, cada vez mais, a
capacitacdo e o treinamento especifico e adequado dos profissionais do setor
farmacéutico (GIL, 2007).

3.4.1. Cromatografialiquida de alta eficiéncia

Dentre os métodos instrumentais utilizados na separacao, identificacdo e
guantificacdo de componentes quimicos, a cromatografia alcancou a confianca e

espaco de destague no setor farmacéutico (GIL, 2007).

A cromatografia € um método fisico-quimico de separagcdo, no qual os
analitos sdo separados através da passagem em duas fases: uma fase fixa de
grande area superficial denominada fase estacionaria, e outra um fluido que a
percorre, denominada fase mével. Com o passar dos anos foi sendo aprimorada e
se subdividiu em diversas técnicas com o mesmo principio, desde a cromatografia
de camada delgada, a gasosa, por troca idnica, até umas das mais recentes a

cromatografia liquida de ultra performance.

A cromatografia gasosa, uma das mais antigas possui uma limitacdo: a
maioria dos compostos ndo sdo suficientemente volateis ou se decompde em altas
temperaturas. Por esse motivo, a CLAE ganhou importancia no campo da quimica

analitica no controle de qualidade de medicamentos (COLLINS et al., 2006).

Conforme a Figura 2, o equipamento de CLAE € basicamente constituido de
seis componentes. O reservatério de solventes (1) € o local onde se encontram 0s
solventes da fase movel que é impulsionada até a coluna cromatogréafica por um
sistema de bomba (2) composto de uma ou mais bombas de alta pressao. A coluna
cromatografica (4) é o local onde ocorre a separacdo da amostra que é introduzida
através de um injetor (3) que se localiza entre a bomba e a coluna. A composicéo do
efluente que passa pela coluna gera sinais elétricos através de um detector (5) e
esses sinais sao compilados em um processador de dados (6), um computador, que
os transforma em um conjunto de picos conhecido como cromatograma (COLLINS et
al., 2006; GIL, 2007).
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Figura 2. Representacao de um equipamento de CLAE

Para realizar a separacdo de analitos utilizam-se colunas cromatograficas de
aco inoxidavel ou de plastico com comprimento 5 a 30 cm e didametro interno de 1 a
5 mm. Estas colunas sdo empacotadas com a fase estacionaria ou suportes que

podem ser constituidos por diversos materiais.

Os suportes mais utilizados em CLAE sao formados por particulas porosas de
silica de formato esférico, elevado grau de pureza e area superficial, e permeavel
aos solventes. Estas caracteristicas tornam a coluna apropriada para separacéo de
moléculas de baixa ou alta massa molar, permitindo ainda a formacdo de leitos
estaveis as altas pressdes e aumentando o tempo de vida util de uma coluna que
possui custo elevado (COLLINS et al., 2006; SNYDER et al., 1997).

Considerando que a fase movel de um método por CLAE é a responsavel por
conduzir a amostra até a fase estacionaria, a escolha dos solventes, concentracao
adequada e pH que a compde sao fatores essenciais para a obtencao de picos bem

resolvidos e com eficiéncia.

As principais caracteristicas de uma fase moével sdo: ndo decompor ou
dissolver a fase estacionaria, ndo decompor, mas dissolver a amostra, apresentar
baixa viscosidade e ponto de ebulicdo, ser compativel com o detector, ter
miscibilidade completa quando mistura das e possuir alto grau de pureza. Cada
solvente que pode compor uma fase mével possui uma forgca peso que também
influéncia nas andlises, assim, quanto mais fraco o solvente maior a retencdo de um

analito na fase estacionaria.
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Ha dois principais modos de separacdo em CLAE: fase normal e fase reversa.
A fase normal € composta por uma fase estacionéria mais polar (com grupos amina,
nitrila, ciano ou diol) do que a fase movel. Outro diferencial € a composicédo da fase
movel, que é constituido por solventes organicos, sem adicao de agua, tornando-se
mais cara, exceto quando utilizada para separagdo de compostos ionicos. As
colunas sdo mais estaveis quando se utilizam de solventes ndo-aquosos. A maioria
dos compostos organicos € soluvel nestes solventes e a pressao necessaria, menor
(SNYDER et al., 1997).

A mais utilizada é a fase reversa que consiste na utilizacdo de uma fase
estacionaria de menor polaridade (octil, octadecil, silano, fenil, etc.) e uma fase
movel de maior polaridade, enquanto a fase normal, as polaridades séo invertidas.
Esta fase apresenta varias vantagens, tais como: uso de fases moveis menos
toxicas e de menor custo, como metanol e agua, fases estacionarias estaveis de
muitos tipos diferentes, rapido equilibrio da coluna apds a mudanca da fase moével,
facilidade de empregar eluicdo por gradiente, maior rapidez em analises e boa
reprodutibilidade dos tempos de retencdo. Além disso, sdo muito aplicadas a
separacao de solutos de diferentes polaridades, massas molares e funcionalidades
quimicas (COLLINS et al., 2006).

As principais vantagens da CLAE sd&o: alta eficiéncia através de picos
estreitos e bem definidos, alta resolucdo, andlises rapidas, baixos limites de
deteccao, versatilidade, mecanizacao, excelente reprodutibilidade e repetibilidade e
obtencdo de resultados qualitativos e quantitativos confiaveis. Esta técnica ainda
pode ser melhorada com a capacidade de ser incorporada a outros sistemas de
deteccdo como o detector de fluorescéncia e o espectrobmetro de massas. A CLAE
possui algumas limitacdes, tais como o custo da instrumentacéo e da operacéo, alto
consumo de solventes e necessidade de profissionais capacitados (COLLINS et al.,
2006; HARRIS, 2005).

Apesar das vantagens e desvantagens, a CLAE vem sendo amplamente
utiizada na area farmacéutica para analises qualitativas e principalmente
guantitativas, o que pode ser confirmado pelo nimero de trabalhos publicados e
confianga na técnica por parte das industrias e laboratérios farmacéuticos (HARRIS,
2005).
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3.4.2. Eletroforese capilar

Eletroforese € o método instrumental que possui como principio o transporte
de particulas eletricamente carregadas através de dois eletrodos. Primeiramente
esse método foi descrito utilizando placas com géis, mas quando se tratava de
compostos quimicos e principalmente farmacos um fator limitante é a baixa
resisténcia elétrica. Na década de 60 foi descrito um método empregando capilares
preenchidos com gel, mas em 1981 foi descrito o primeiro método utilizando
capilares ocos de silica fundida, ficando conhecido como eletroforese capilar (EC)
(GIL, 2007; SANTORO et al., 2000).

A EC pode ser extremamente Uutil para o controle de qualidade de
medicamentos. A técnica vem sendo utilizada para a separacdo e andlise
guantitativa de varios compostos de modo simples e eficiente. Por isso vem sendo
apontada como uma alternativa & CLAE (SANTORO et al., 2000).

Dentre as diversas vantagens da EC pode-se destacar a instrumentacao
(Figura 3) que € simples, onde, o capilar de silica, com diametro interno de 15 a 100
pum e comprimento de 30 a 100 cm, é preenchido com um eletrélito, normalmente
composto com solugcdo tampdo. Em seguida a amostra € introduzida no capilar por
injecdo hidrodinamica (presséo, vacuo ou gravidade) ou injecdo eletrocinética (GIL,
2007; HARRIS, 2005; TAVARES, 1996).

COMPUTADOR
CAPILAR | :—A—“- \
(20-100 cm) e
Fonte de Alta DETECTOR

tensao (5-30 kKV)I— 1=

anodo

Eletrolito Eletrolito
Amostra

Figura 3. Representacao da instrumentacao da EC.
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Com a amostra dentro do capilar as duas extremidades (catodo e anodo) sao
mergulhadas em solugdes de eletrdlito juntamente com um eletrodo em cada lado,
assim, um potencial elétrico (de +10 a +30 kV) é aplicado, gerando um campo
elétrico, causando movimentos eletroforéticos e eletroosmoticos da amostra e do

eletrélito.

A silica do capilar causa a retencdo e separacao dos analitos desejados pela
migracdo por diferenca de potencial dos ions e em tempos de migracao diferentes.
Conforme ocorre a diferenca dos tempos de migracdo, o analito passa por um
detector (UV, UV-Visivel, fluorescéncia, arranjo diiodo, etc.) que gera sinais. Através
de um software especifico compila estes sinais sdo compilados em um conjunto de
picos, formando um eletroferograma (SANTORO et al., 2000; TAVARES, 1996).

A mobilidade eletroforética de uma espécie quimica é em geral determinada
pelo seu tamanho e nimero de cargas dos ions. A mobilidade dos ions do soluto
depende do tamanho das particulas, seguido do nimero de cargas i6nicas. Assim
sendo, um ion muito pequeno movimenta-se mais rapidamente do que um maior,
com o mesmo numero de cargas. Hipoteticamente, para separar ions com diferentes
cargas e tamanhos, o menor e de maior carga saira antes. A velocidade
eletroforética, depende da diferenca de potencial aplicada (TAVARES, 1996;
TAVARES, 1997).

A mobilidade de um ion pode ser influenciada pelo seu valor de pKa. Assim
guanto mais ionizado maior sera sua mobilidade. Por este motivo a manipulacao do

pH tem um efeito marcante na mobilidade relativa dos ions (WATSON, 1999).

O fluxo eletroosmatico (FEO), representado na Figura 4, ocorre pela ionizacdo
dos grupos silanois da silica (parede dos capilares) quando em contato com solugéo
tampdo. Em valores de pH muito altos, estes grupos se dissociam resultando em
cargas negativas (grupos silanoatos) na superficie (ALTRIA, 1996). Os grupos
silanoatos atraem ions carregados positivamente provenientes do tampao, que
formam uma camada interna de cétions (camada fixa) perto da parede do capilar.
Estes céations ndo sao suficientes para neutralizar todas as cargas negativas. Assim,
uma segunda camada de cétions € formada (camada moével). Quando uma tenséo é
aplicada, a camada movel é puxada no sentido do catodo. As moléculas de agua
gue solvatam o analito também contribuem para seu deslocamento ao longo do
capilar (SANTORO et al., 2000; WATSON, 1999).
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Figura 4: Esquema da formagé&o e do sentido do fluxo eletroosmaético

A eletroforese capilar, na verdade, ndo € uma Unica técnica isolada. Ela deve
ser encarada como diferentes técnicas fundamentadas no mesmo principio de
migracdo sob acdo de um campo elétrico, mas com mecanismos de separagéo
diferentes, tais como: a eletroforese capilar de zona ou solugdo livre (CZE),
cromatografia eletrocinética micelar (MECC), eletroforese capilar por focalizagcéo
isoelétrica (CIEF), eletroforese capilar de gel (CGE), Isotacoforese (CITP),
eletrocromatografia (CEC) (SANTORO et al., 2000; TAVARES, 1997).

A CZE é o modo mais simples e mais utilizado na préatica. O eletrdlito é
composto por uma solugdo tamponante, com uma maior homogeneidade e campo
elétrico com forca constante. A carga € dependente do meio e sofre alteracdes
conforme as diferencas de pH. A separacdo ocorre em zonas que seguem uma
ordem de eluicdo: céations (primeiro os com maior mobilidade), espécies neutras (ndo
se separam) e por ultimo os anions (por ultimo o que tem maior mobilidade) (KUHN,
1993).

Deve-se ressaltar que a EC pode oferecer vantagens significativas sobre as
técnicas cromatograficas. Dentre elas destacam-se: requisicdo de pequeno volume
de amostra, utilizacdo de deteccdo por absorcdo da luz ultravioleta em
comprimentos de onda menores do que 200 nm sem que haja aumento no ruido ou
drift de linha de base, andlise de uma vasta gama de compostos desde ions até
macromoléculas utilizando a mesma coluna capilar em amostras injetadas na ordem
de nanolitros (nL). Os instrumentos de EC e CLAE convencionais possuem custo
equivalente, mas o0 custo operacional € significativamente menor na EC,
principalmente pelo baixo consumo de solventes e baixo custo das colunas capilares
(SANTORO et al., 2000; TAVARES, 1996).
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A EC ja é utilizada como técnica de rotina em andlises farmacéuticas,
forenses, clinicas e ambientais, mas sua utilizacdo tornou-se mais evidente com o
projeto genoma humano e o sequenciamento de proteinas (HARRIS, 2005; SANTORO
et al., 2000).

3.5. Validacédo de metodologias analiticas

A ANVISA, através da RDC 17, define validagdo como “ato documentado que
atesta que qualquer procedimento, processo, equipamento, material, operacdo ou

sistema, realmente conduza aos resultados esperados” (BRASIL, 2010).

A palavra validacéo originou-se do latim validus que significa forte e sugere
que algo deve ser provado que é verdadeiro e til, sendo assim aceito como padréo.
Desta maneira, este termo refere-se a capacidade de medir o “real” ou a capacidade

gue um instrumento tem de evitar o erro (ARAUJO, 2009).

Para métodos analiticos, a discussao a respeito da validacdo comecou a ser
discutida nos anos 40, quando estudos pela American Chemical Society e Merck &
Co. apontaram o uso da andlise matemética e estatistica como pré-requisito para

um desenvolvimento analitico eficaz (ARAUJO, 2009).

No inicio dos anos 70, trabalhos cientificos apontaram a necessidade de que
todo procedimento possuisse um conjunto de caracteristicas minimas e
padronizadas necessarias para a obtencdo de métodos analiticos confiaveis. Hoje,
esses parametros sdo estabelecidos por diversos laboratérios de referéncia e
agéncias reguladoras que fornecem guias e orientacdes para validacdo de métodos

analiticos e temas relacionados.

Os principais e mais utilizados guias para validacdo de métodos analiticos e
de processos, principalmente para a éarea farmacéutica, sdo oferecidos por
associacbes de quimica analitica e agéncias reguladoras: Association of Official
Analytical Chemists (AOAC), American Society for Testing and Material (ASTM),
Codex Committee on Methods of Analysis and Sampling (CCMAS), European
Committee for Normalization (CEN), Cooperation on International Traceability in
Analytical Chemistry (CITAC), European Cooperation for Accreditation (EA), Food
and Agricultural Organization (FAO), United States Food and Drug Administration
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(FDA), International Laboratory Accreditation Cooperation (ILAC), Organizacao
Mundial da Saude (OMS), International Organization for Standardization (ISO),
International Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC), United States
Pharmacopeia (USP), International Conference on Harmonization (ICH) e no Brasil,
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e Instituto Nacional de
Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (ARAUJO, 2009).

Ribani (2004) transcreve que as definicdes de validacdo estdo em constante

evolucdo de agéncias reguladoras vigentes:

“A validacao deve garantir, através de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados” (ANVISA).

“Validacéo é o processo de definir uma exigéncia analitica e confirmar que o
método sob investigacdo tem capacidade de desempenho consistente com o que a

aplicacao requer” (Eurachem Working Group).

“‘Confirmacgao por testes e apresentacdo de evidéncias objetivas de que
determinados requisitos sao preenchidos para um dado uso intencional” (ISO/IEC
17025).

A validagdo de métodos assegura sua credibilidade durante o uso rotineiro,
sendo algumas vezes mencionado como o “processo que fornece uma evidéncia
documentada de que o método realiza aquilo para o qual € indicado para fazer”
(USP).

“‘Avaliagdo sistematica de um procedimento analitico para demonstrar que

esta sob as condi¢des nas quais deve ser aplicado” (OMS).

Dentre diversas definicbes, o International Conference on Harmonization
(ICH, 2005) foi resultado de uma conferéncia realizada por representantes de
indUstrias e agéncias reguladoras dos EUA, Europa e Japao, na tentativa de
harmonizar todas as definicbes, parametros, requerimentos para metodologias
analiticas com aplicagbes farmacéuticas. Com essa base, cada pais tem sua
legislacdo e procedimentos. Mesmo assim, todos apresentam o mesmo objetivo:
demonstrar que as analises executadas fornecem resultados que permitam uma

avaliacdo dos parametros especificados de qualidade do produto, assegurando a
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implantacdo do método e verificando a confiabilidade dos resultados analiticos em
funcdo do procedimento utilizado (RIBANI et al., 2004; SHABIR, 2003).

3.5.1. Pré-validacéo

A garantia de um bom método é uma validacao eficaz. No entanto, para se ter
essa garantia é necessario que sejam estabelecidos alguns passos e adequar as
condicdbes em uma pré-validacdo, e sendo que, primeiramente é se necessario
definir-se o objetivo do método. (SHABIR, 2003).

Na definicdo do objetivo devem-se considerar as condicfes laboratoriais,
equipamentos, local de realizacdo e frequéncia com que o método sera utilizado.
Estes fatores influenciam no tipo de estudo de validagao, limitando o trabalho para o

gue é realmente necessario (RIBANI et al., 2004).

Além da definicdo do objetivo, na pré-validacdo de um estudo, deve-se
estabelecer a qualificacdo e a adequacao do sistema, amostragem, preparacao de
amostras, condicbes de andlises e avaliagdo de resultados. Dessa forma, o
propésito da pré-validacdo resume-se em determinar a melhor forma de alcancar o
objetivo da validagcdo, e, assim documentar o método como adequado para sua
finalidade (ARAUJO, 2009; SHABIR, 2003).

3.5.1.1. Qualificacdo do sistema

O ato de qualificar um sistema permite verificar se o instrumento, o material
(reagentes, padrdes, etc.), os analistas (treinamento), etc., estdo adequados para

atender o objetivo final da validacdo da metodologia (SHABIR, 2003).

3.5.1.2. Preparo de amostras

O preparo adequado de solucdes padrdao, de amostragem e tratamento da
amostra representa de 60 a 80% do sucesso de um método analitico, tanto

relacionado tanto a0 manuseio quanto ao custo operacional (ARAUJO, 2009).

Considera-se parte do preparo de padrdes e amostras 0 processo de
amostragem, a caracteristica do analito, as concentracdes analiticas, a matriz, o

tamanho da amostra e a técnica instrumental (SHABIR, 2003).
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3.5.1.3. Condic¢bes de anélise

A validacdo de um método proposto é baseada em condi¢Bes de preparo,
tratamento de amostras e instrumentacdo bem definidas e documentadas, com o
objetivo de extracdo de informacfes qualitativas e/ou quantitativas com um nivel de
incerteza aceitavel (ARAUJO, 2009).

A definicdo das condi¢cbes de analise, geralmente, sdo baseadas em testes
preliminares e algumas consideracées como propriedades quimicas, concentracao

dos analiticos e amostra, velocidade, custo da analise, etc. (ARAUJO, 2009).

De modo geral, uma andlise pode ser visualizada como um sistema de trés
elementos, ou seja, entrada, conversdo e saida. Em geral, a entrada e saida séo
designadas pelas letras x e y e representam a concentragdo e a resposta

experimental, respectivamente (ARAUJO, 2009).

3.5.1.4. Avaliacéo de resultados

7

O propésito da avaliacdo de resultados € extrair informacdes Uteis e tirar
conclusdes sobre o processo de validacdo em geral, através da realizacdo de uma
compilacdo de um conjunto de dados com abordagens mateméticas e estatisticas
(ARAUJO, 2009).

3.5.1.5. Parametros de validagcé&o

A literatura possui um amplo nimero de guias para avaliacdo de desempenho
de métodos analiticos, apresentando diferentes terminologias e formas de expressar
resultados. Apesar destas variacdes, todas levam a um mesmo propdésito
(TAVENIERS et al., 2004).

Cada método analitico possui suas variagdes e determinantes, principalmente
devido as diferentes necessidades de cada caso. Por esses motivos, no General
Chapter <1225>, a USP (2010) dividiu em quatro categorias os parametros, (Tabela

1), necessarios para os diferentes propositos da validacéo, onde:

» Categoria 1: Procedimento para quantificacdo de farmacos, excipientes ou

ingredientes ativos (incluindo conservantes) em produtos farmacéuticos;
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» Categoria 2: Procedimento para determinacdo de impurezas, incluindo os

ensaios quantitativos e testes limite;

» Categoria 3: Procedimentos analiticos para determinacdo de desempenho de

ensaios como, dissolucéo, desintegracao, etc.;

» Categoria 4: Testes de identificagéo.

Tabela 1. Parametros necessarios para validacéo

Parametros de Categoria Categoria I Categoria Categoria

desempenho analitico | Quantitativa Testes Limite 4l v

Exatidao Sim Sim * * N&o
Precisdo Sim Sim Nao Sim N&o
Seletividade Sim Sim Sim * Sim
Limite de deteccgéo N&o N&o Sim * N&o
Limite de quantificagéo N&o Sim Nao * N&o
Linearidade Sim Sim Nao * N&o
Curva analitica Sim Sim * * Nao

* Pode ser requerido, depende da natureza do teste de especificidade

3.5.1.5.1. Seletividade

De acordo com o guia de validacdo do ICH (2005), seletividade € o teste
realizado com o placebo para a avaliagdo da presenca de analito, impurezas,
produtos de degradacédo, etc. presentes na matriz da amostra, que possam interferir
no resultado final do analito em questdo, garantindo que a resposta seja,

exclusivamente, a do composto de interesse.

A seletividade frequentemente é confundida com o termo especificidade. Para
corrigir esta situacdo desnecessaria, a IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemestry) sugere o uso de somente o termo seletividade, mas mesmo

assim, 6rgaos reguladores ainda utilizam o termo especificedade (RIBANI, 2004).
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Ha diversos procedimentos para a determinacdo da seletividade. Uma das
formas € comparando-se a matriz isenta da substancia de interesse (placebo), com
a matriz adicionada de padrdo de interesse, sendo que, neste caso nao deve
apresentar interferentes eluindo no mesmo tempo de retencdo que o analito, bem
como deve-se apresentar bem separada dos demais compostos presentes na
amostra. Outra maneira de identificar e determinar os compostos é submeter a
amostra a condicfes de estresse utilizando variacdo de temperatura e meios acido e
alcalino, avaliando-se os produtos de degradacao que possam interferir no resultado
final (RIBANI et al., 2004).

3.5.1.5.2. Exatidao

Exatiddo é a medida que representa o grau de concordancia entre a
determinacdo de um analito (valor real ou encontrado) e seu padrdo (valor
verdadeiro) (TAVENIERS et al., 2004).

A forma de sua medida varia de acordo com o0 ensaio realizado. Os mais
utilizados sdo: materiais de referéncia, comparacdo de métodos adicdo de padrdo e

testes de recuperacado (RIBANI et al., 2004).

3.5.1.5.3. Precisao

A precisdo de um método analitico indica a dispersdo de resultados entre
ensaios independentes, repetidos de uma mesma amostra ou padrbes, sob
condicBes definidas. Esse parametro € expresso através do desvio padréo relativo

(DPR) ou coeficiente de variacdo (CV), ambos em percentagem (%) (ICH, 2005).

Para a determinacdo da precisédo os guias de validacdo recomendam trés
ensaios distintos: repetibilidade, precisdo intermediaria e reprodutibilidade.

A repetibilidade € avaliada através dos resultados obtidos em determinactes
de um analito sob as mesmas condi¢bes experimentais e operacionais em um curto
intervalo de tempo. Na precisao intermediaria, sob as mesmas condi¢des, o analito é
analisado quanto as variagbes de dias, analistas ou equipamentos. A
reprodutibilidade avalia a diferenca entre resultados de diferentes laboratérios (USP,
2010).
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3.5.1.5.4. Limite de deteccao

Limite de deteccdo € a menor concentracdo do analito numa amostra que
pode ser detectado, e ndo necessariamente quantificado, sob as condicdes

experimentais definidas (USP, 2010).

3.5.1.5.5. Limite de quantificacao

Limite de quantificacdo € a menor concentracdo de um analito que pode ser
guantitativamente determinada com precisdo e exatiddo, sob condicbes
experimentais definidas. Geralmente, esse teste € utilizado para determinacédo de
impurezas ou produtos de degradacdo em uma matriz (USP, 2010; TAVENIERS et al,

2004).

3.5.1.5.6. Linearidade

E o parametro analitico que avalia a capacidade do método de fornecer

resultados diretamente proporcionais a concentragédo do analito (USP, 2010).

3.5.1.5.7. Robustez

Robustez é o ensaio que mede a sensibilidade do método frente a variacdes
das condicdes de analise definidas. Portanto, diz-se que um método é robusto
quando o resultado final ndo é afetado por pequenas e deliberadas modificacdes em

seus parametros (USP, 2010).

3.6. Revisao das metodologias publicadas para quinolonas

3.6.1. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

Na area farmacéutica, a CLAE possui um campo de utilizacdo extenso e
diversificado. Como exemplos podem ser citados 0s ensaios de biodisponibilidade e
bioequivaléncia e as analises qualitativas e quantitativas no controle de qualidade,

nos quais a CLAE é empregada como técnica analitica de escolha frequente.
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Doyle e colaboradores (2000) descreveram o primeiro método para
quantificacdo de gemifloxacino em plasma humano por CLAE acoplada a
espectrometro de massas. Esse sistema de deteccdo mostrou maior eficiéncia para
fluidos bioldgicos que necessitam de maior sensibilidade. A faixa linear foi de 10 a
5000,0 ng mL™. Este método foi validado utilizando-se um fluxo de 1 mL min™ e uma
fase movel contendo 0,01 mol L? de tampdo acetato de aménio (pH 2,5) :
acetonitrila (MeCN) (30:70, v/v).

Rote e Pingle (2009) também desenvolveram e validaram um método para
determinacdo de gemifloxacino em fluidos biolégicos utilizando a CLAE. A curva
analitica foi de 30,0 a 600,0 ng mL™, com fase mével composta por metanol (MeOH):
acetato de soédio 1%: &acido ortofosférico (65:35:0.5, v/v/v). Esse método foi
comparado com um método por cromatografia delgada de alta eficiéncia e

comprovou ser um método sensivel e seletivo.

Santoro e colaboradores (2006) validaram um método para a separacao de
quatro fluorquinolonas utilizando uma coluna C18 e fase mdével contendo 0.3% de
trietilamina: MeCN (80:20, v/v) com vazdo de 1.0 mL min™®. Os resultados
apresentaram-se satisfatorios, com recuperacdo acima de 99.5% e precisdo com
RSD menor do que 1%.

Rajane e colaboradores (2010) validaram um método em CLAE utilizando
uma coluna HiQ-SiL C8 e fase mével de ortofosfato de potassio a 10 mmol L™ (pH
ajustado para 3.0): acetonitrila na proporcdo 65:35 (v/v) em vaz&do de 1.0 mL min™.
Os resultados mostraram boa precisdo (DPR 0,716%) e recuperagao (99,73%). O
estudo de estabilidade por estresse foi reproduzido neste trabalho para ambas as

metodologias.

3.6.2. Eletroforese capilar

Utilizando EC como metodologia analitica para quantificacdo de quinolonas, o
primeiro artigo foi publicado em 1993, por pesquisadores ingleses do grupo de Altria,
0 qual utilizou o ciprofloxacino como objeto de estudo. Desde entdo, diversos
trabalhos foram publicados com diferentes finalidades aprimorando a técnica para

analise de todas as classes das quinolonas.
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A maioria dos artigos publicados utilizam a CZE como técnica da EC e outros
poucos utilizam a cromatografia capilar eletrocinética (MECK). As deteccfes variam

com absorcéo UV, arranjo de diiodo e fluorescéncia induzida por laser.

Diversas analises foram realizadas nestes estudos, desde a rotineira analise
em formas farmacéuticas, até analise em fluidos biolégicos, em tecidos, estudo de
fotodegradacdo e avaliacdo de pH e pka, visto que a acdo das quinolonas é

dependente do pH e pka préprios e do meio.

Os capilares utilizados para separacao sao finos, sensiveis e reaproveitaveis,
sendo também mais baratos em relagdo a colunas de CLAE. Na revisdo
bibliogréfica, os capilares que foram utilizados nos trabalhos de quinolonas sédo de

30 a 50 cm efetivos, com 50 e 75um de diametro interno.

Os eletrdlitos mais utilizados sdo tampéao fosfato e tetraborato de sédio, em
pH entre 6,0 e 10, conforme demonstrado por Faria e colaboradores (2006) e Barrén
e colaboradores (2001), que estudaram a separacao dos analitos e a variacdo da
mobilidade respectivamente. Por outro lado, foi observado que, para algumas
metodologias como para Awadallah e colaboradores (2003), o pH baixo apresentou
boa resposta. Também foram utilizados diferentes aditivos, como acido boérico,
acetonitrila, metanol e dodecil sulfato de sodio.

Faria e colaboradores (2006) separaram cinco quinolonas, com boa
resolucdo, utilizando mistura de tamp&o tetraborato de sédio 25 mmol L™ com
tris/hidrocloridrico 25 mmol L*, em pH ajustado para 8,87, no menor tempo

encontrado, de trés minutos. Em outros artigos, o tempo varia de 6,5 a 20 minutos.

A dependéncia dos outros parametros a serem ajustados varia de acordo com

as condicdes de analise, tampao e técnica.

Cada quinolona apresenta uma absorgdo caracteristica, portanto, as

deteccdes UV variam entre 214 e 280 nm.

Michalska e colaboradores (2004) desenvolveram uma metodologia para
separacao do ciprofloxacino e suas impurezas, utilizando tampé&o fosfato em pH 6,0
com sal de &cido pentano — 1 — sulfénico de sédio 75 mmol L™ . Das sete impurezas
previstas, conseguiu-se separar quatro, aplicando-se uma voltagem baixa de 15 kV

a 25°C. As quatro impurezas foram separadas em uma analise de 13 minutos.
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Foi observado que nas metodologias propostas e encontradas na literatura,
havia variacdo do modo de injecdo no equipamento (hidrodindmica e eletrocinética).

Awadallah e colaboradores (2003) quantificaram os enantiomeros S e R do
ofloxacino, utilizando um método que apresentou boa resposta na validacdo. Para
tanto, os autores utilizaram tampé&o fosfato 50 mmol L™ com pH 2,8 contendo 4% de
seletor quiral metil — 8 - ciclodextrina. Nesta metodologia, sendo uma excec¢ao entre
as outras, utilizou-se um comprimento de onda de 300 nm. A introducdo da amostra
foi por 20 segundos a 0,5 psi, para a injecdo hidrodinamica. Para comparacéao, foi
aplicada uma voltagem de +10 kV por 20 segundos e separacao a +20kV. A injecao
eletrocinética ofereceu melhores condigcbes envolvendo menor faixa de

concentracdo, em seis minutos de analise.

Utilizando CZE com deteccdo de arranjo diodo para separacdo de trés
quinolonas em musculos de frangos e tamp&o fosfato 50 mmol L™ em pH 8,4,
Beltrdn e colaboradores (2003) obtiveram bons resultados utilizando calibracdes

multivariadas, e espectros sobrepostos.

Os parametros que podem interferir na eficiéncia e resolucdo dos picos foram
detalhadamente descritos nos trabalho de Sun colaboradores. Utilizando tampé&o
tetraborato de sédio 25 mmol L™ + &cido bérico 25 mmol L™ + fosfato 25 mmol L™
para separar sete quinolonas. Primeiramente foi avaliado o efeito da voltagem, em
uma faixa de +18 a +30 kV. Foi observado entdo que em +18 kV houve separacao
de seis quinolonas em um tempo de analise maior do que as outras. Com +22 kV
houve boa separacdo. Acima de +26 kV a corrente aumentou, diminuindo o tempo
de migracdo e aumentando o efeito Joule, o que diminuiu a eficiéncia da separacao.

Avaliando-se a temperatura em uma faixa de 15 a 30°C observou-se que
guanto menor a temperatura, maior o tempo de migracéo e a resolucdo dos picos,
mas em 15°C um dos picos nao foi a resposta esperada. Por este motivo, escolheu-
se 20°C. Deste modo, foi obtida a separacéo de sete quinolonas por CZE e deteccao

de arranjos diodos em tecido suino.

Barbosa e colaboradores (1998) estudaram o comportamento das quinolonas
empregendo a EC em relagéo ao pH e as constantes de ionizacao (pKa). Utilizando
minimos parametros experimentais, foram identificados os pKas, com tampé&o fosfato
(pH 11,0) e borato (pH 10,5) 25 mmol L™.
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Barron e colaboradores (2001) calcularam as constantes de dissociacdo de
nove quinolonas em misturas de metanol e 4gua em diversas concentragfes. Boa
resolucdo foi encontrada em 15 minutos de andlise utilizando tampéao fosfato 25
mmol L™* em metanol : 4gua (30:70), ajustado com pH 6,5 ajustado com hidréxido de

sédio 0,1 mmol L.

Levando-se em consideracdo as informacdes obtidas por Barron e
colaboradores (2001), Jiménez-Lozano e colaboradores (2001) determinaram o pKa
a partir da mobilidade de 12 quinolonas a fim de conseguir uma melhor preciséo. Foi
observado que os valores de pKa aumentam com o aumento da concentracdo de

metanol, principalmente por ser um fator regido por interacdes eletrostaticas.

Lin e colaboradores (2004), compararam seis quinolonas com o substituinte
piperazinil em sua estrutura com duas quinolonas que ndo possuem este substituinte

a fim de avaliar o comportamento do pKa.

Para tanto foi utilizado tampé&o fosfato, comprovando que o pKa das
quinolonas sofrem interferéncia por parte do tamp&o. As quinolonas com substituinte
piperazinil estdo envolvidas com trés tipos de equilibrios de protonacao/

desprotonagao.

Moller e colaboradores (1998) utilizaram deteccdo por fluorescéncia induzida
por laser para aplicacdo em fluidos biolégicos e constataram que a reprodutibilidade
era a mesma empregando a EC e a CLAE, mas com maior escala de curva analitica
e melhor relacdo tempo/custo, o que fez da EC uma alternativa para analise de

moxifloxacino em fluidos biol6gicos.

Fierens e colaboradores (2001) obtiveram por CZE a separacdo de oito
quinolonas da primeira e segunda geracdo em 15 minutos de analise, utilizando
tampdo fosfato 125 mmol L em pH 7,0. O método foi validado e aplicado em
formulacbes farmacéuticas e podera ser aplicado na rotina de um laboratorio de

controle de qualidade.

Para utilizar CZE para separacdo quiral de quatro fluorquinolonas , Zhou e
colaboradores (2006) utilizaram o seletor quiral hidroxipropil — B — ciclodextrina.
Como tampéo foi utilizado fosfato de sédio 70 mmol L™ e 40 mmol L™ do seletor

quiral, obtendo em até 17 minutos a separacao das quinolonas.
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A técnica de EC também foi aplicada em trabalhos, utilizando a detecc¢éo por
quimiluminiscéncia, como por exemplo, para estudos farmacocinéticos do
norfloxacino e levofloxacino em urina, realizado por Liu e colaboradores (2008).
Utilizando um tamp&o fosfato de sédio 20 mmol L™* em pH 8,0. Obteve-se um

método simples e fécil para utilizagdo em analise bioquimica.

Outro método com a mesma deteccdo foi desenvolvido por Zhou e
colaboradores (2008) que avaliaram a presenca de enrofloxacino e seu metabdlito
ciprofloxacino em leite. A simplicidade do método foi capaz de fornecer uma
separacdo seletiva, utilizando 15 mmol L™ de tamp&o fosfato (pH 8,5), injecdo
eletrocinética por 20 segundos a +10 kV e separacdo a +14 kV.
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4 JUSTIFICATIVA

As fluorquinolonas sao farmacos antimicrobianos relativamente recentes, que
rapidamente foram aceitos, obtendo amplo emprego clinico.

Apesar de n&o serem considerados usualmente medicamentos de primeira
escolha no tratamento de infec¢des, sdo muito conhecidos e estdo na lista de
medicamentos que sao inadequadamente utilizados. Muitas vezes sdo empregados
por pacientes como automedicacdo. Este fato leva a resisténcia bacteriana,
ocasionada por mutagdo dos microorganismos e, é a principal causa para a
pesquisa e desenvolvimento de inUmeros derivados, visando solucionar o problema
da resisténcia.

O continuo desenvolvimento de novos antibiéticos da mesma classe dificulta
as analises de identificacdo e determinacdo dos farmacos e produtos de
degradacdo, por suas estruturas quimicas possuirem alto nivel de semelhanca. Um
dos pontos mais falhos encontrados nos métodos ja existentes € a falta de
sensibilidade e especificidade.

Continuamente devem-se realizar as etapas de controle de qualidade de um
medicamento buscando-se a continua melhoria e eficacia das preparacfes
farmacéuticas, acompanhando as novas alternativas de técnicas de analises e
metodologias que se tornam disponiveis. Este é o caso da EC, que
comprovadamente € uma técnica simples, eficaz e de baixo custo em relacdo a
outros métodos e que ao mesmo tempo apresenta alguns atributos da cromatografia
e da eletroforese. A CLAE é uma técnica classica e normalmente empregada no
controle de qualidade de medicamentos.

O farmaco que sera utilizado nesta pesquisa, o gemifloxacino é de extrema
importancia devido a indicacao clinica, pelo amplo espectro de a¢éo, e utilizagdo em
infec¢des de vias respiratorias.

Pela revisdo bibliografica efetuada, constatou-se que ndo sdo muitos 0s
trabalhos em que sédo descritos e apresentados métodos validados empregando a
CZE e CLAE para a analise de fluorquinolonas em medicamentos. Assim sendo, no
presente trabalho propde-se a validacdo de métodos empregando estas técnicas,
para a determinacdo quantitativa de gemifloxacino, visando a aplicacdo em analises

de rotina para o Controle de Qualidade destes medicamentos.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1. Material

5.1.1. Padrdes

Os padrdes de trabalho utilizados estado descritos na Tabela 2. O mesilato de
gemifloxacino foi cedido pela Aché Laboratorios Farmacéuticos S.A. e o metoprolol

foi adquirido na Sigma-Aldrich®.

Tabela 2. Padrdes utilizados na validacéo

Descrigao Teor Origem Lote Finalidade
Mesilato de gemifloxacino 99,2% Aché QVB8002 Analito
Metoprolol 99,0% | Sigma-Aldrich® | 68H0845 | Padrao interno

5.1.2. Amostras comerciais

Para a realizacdo do trabalho experimental, utilizaram-se comprimidos
revestidos contendo 320 mg de gemifloxacino por comprimido, provenientes da Aché

Laboratérios Farmacéuticos SA.

As amostras foram enviadas em embalagens comerciais contendo blisters
com cinco comprimidos em cada caixa (Lote n° 0800704B). As amostras foram

produzidas em fevereiro de 2008, com validade até fevereiro de 2010.

5.1.3. Placebo

O placebo utilizado nas analises, representando o comprimido triturado sem
adicdo de gemifloxacino foi preparado em laboratério com a seguinte composigédo

para 50 g:
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Celulose microcristalina............ccccuvvveviiieeeeiineeennn. 43.7 g
CroSPOVIAONA. ...t e 15¢9
Estearato de magnésio............ccceeevevvvvveeinennnnnnnns 05¢g
01/ (0] o - WSS 25¢g
Dioxido de titAnio..........eevveeiiiiiiiiiiee e 019
HIPromeloSe. .........uuiiiiiiiiiiiiieee 15¢9
Y= T 0T [0 | P 0.2¢g

5.1.4. Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados apresentavam grau de pureza pro-

andlise. Suas finalidades estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Reagentes e solventes

Descricao

Finalidade

Agua (purificada através do sistema
Milli-Q®)

Acido cloridrico (Merck®)

Acido ortofosférico (Merck®)
Hidroxido de sodio (Merck®)
Peréxido de hidrogénio (Merck®)
Tetraidrofurano (EM Science®)

Trietilamina (Merck®)

Tetraborato de sédio (Sigma -
Aldrich®)

Preparo de eletrélito, fase movel, lavagem da
coluna e preparacao das solucdes

Teste de estresse (validacao)

Preparo do tampéao (CLAE e CZE)

Lavagem do capilar e teste de estresse
(validacao)

Teste de estresse (validacéo)
Preparo da fase mével (CLAE)
Preparo da fase movel (CLAE)

Preparo do eletrélito (CZE)
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5.1.5. Aparelhos e equipamentos

As metodologias analiticas foram desenvolvidas e validadas nas instalacoes
do Laboratério de Controle Fisico e Quimico de Qualidade de Medicamentos e
Cosméticos da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Séao

Paulo.

e Sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia, composto por “software”
controlador LC Wokstation Class-VP (Shimadzu Corporation, Japéo); controlador
de sistema modelo SCL-10Avp (Shimadzu Corporation, Japao); degaseificador on
line modelo DGU-14A (Shimadzu Corporation, Japao); sistema de bombeamento
de solvente modelo LC-10Advp (Shimadzu Corporation, Japao); injetor automatico
com loop de 50uL modelo SIL-10 AD vp (Shimadzu Corporation, Japao); forno
para controlar temperatura da coluna modelo CTO-10AC vp (Shimadzu
Corporation, Japéo); detector UV-VIS do tipo DAD (diode array detctor) modelo
SPD-M10Avp (Shimadzu Corporation, Japao);

e Fase estacionaria LiChrosorb® RP 8e 100 x 4mm, 5um Merck® (Darmstadt,
Germany);

e Sistema de eletroforese capilar Beckman Coulter MDQ® com detector de arranjo
de diodos e detector UV/VIS e termostatizacdo de amostras (Part. 285400 -

Beckman Coulter®);

e Capilar de silica fundida com 40.2 cm (30 cm efetivo) x 75 um d.i. x 375 um d.e.
Beckman Coulter MDQ®;

e Espectrofotdmetro Shimatzu®, modelo UV-1601, equipado de cubetas de quartzo

de 1cm de caminho Optico e acoplado a um computador;
e Aparelho de ultra-som, Thornton ©, modelo T-14;
e Aparelho MiliQ-Plus®, Millipore para obtencdo da agua purificada;
e Balanca analitica AB204 Mettler Toledo;
e Banho-maria ETICA;
o Medidor de pH Digimed®, modelo TE-91;

e Membranas filtrantes HV 0,45um de poro e 13 mm de diametro (Millipore®); e
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5.2. Métodos

5.2.1. Determinagdo do comprimento de onda

Com o objetivo de se obter um espectro de absor¢éo, para determinacédo da
faixa de comprimento de onda (A) a ser testada por CLAE e EC, utilizou-se o agua
como o “branco” nas duas cubetas de quartzo de 1cm de caminho 6ptico, zerando-

se assim o equipamento.

Em uma das cubetas trocou-se a agua por uma solucdo de gemifloxacino na
concentracdo de 100,0 ng mL™ preparado em agua purificada. A leitura foi realizada

contra o branco na faixa de 200 a 320 nm com uma velocidade de 370 nm min_.

5.2.2. Anédlise cromatogréfica

5.2.2.1. Desenvolvimento

Para ensaios preliminares na CLAE em fase reversa utilizou-se coluna C8 e
solucdo de gemifloxacino na concentracdo de 200,0 pg mL™ preparada em agua
purificada. Assim sendo, uma série de experimentos iniciais foi realizada com o
intuito de se definir as condicbes analiticas ideais para a validacdo do método

utilizando informacgdes obtidas na reviséo bibliografica.

Na primeira etapa do desenvolvimento do método foram investigadas:
natureza do modificador organico, tampéo utilizado na fase aquosa, proporcdo das
duas fases realizando-se os ajustes conforme o decorrer das injecbes, em sistema

de duas bombas, conforme Tabela 4.

A definicdo de melhores condi¢des analiticas foi baseada na simplicidade do
preparo instrumental, da fase movel e na avaliacdo dos cromatogramas atraves do
tempo de retencéo, fator de retencdo, assimetria do pico e nimero medio de pratos

tedricos.
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crea ol Deteccao Fase Movel y Vazao Volume  Temperatura
nsaio oluna p _ o )
(UV nm) Fase organica Fase aquosa (mL/min)  injecdo (HL) (°C)
H ®
1 "'Cm;‘))rguipl\ﬂieréig OX  263. 254280 40% de MeCN 60% de H,O 3.0 1,0 20 25
H ®
2 L'Czrga‘;rguipl\ﬂiem(ig OX  263:254€280 20% de MeCN 80% de H,0 3.0 1,0 20 25
H ®
3 L'szrguipmﬁﬁg 0% 263:254€280 80% de MeCN 20% de H,0 3,0 1,0 20 25
LiCh °RP 8e (1
4 Ic 4:2;0;2% MSeic(kgo X 263:254€280 50% de MeCN 50% de H,0 3.0 1,0 20 25
LiCh b®RP 8e (100
5 ! 4:1?;0)r5um Meerc(k® X 263:254€280 20%de MeCN  80% de H,O (0,5% TEA) 3,0 0.4 10 25
LiCh °RP 8e (1
6 I 4;1(1);0)rgum Miiékgo X 263;254e280 20% de MeCN  80% de H,O (0,5% TEA) 3,0 1,0 10 o5
LiCh b®RP 8e (100
7 ! 4:]‘1’?:;5% Meerc(k® X 263:254e280 30%de MeCN  70% de H,O (0,5% TEA) 3,0 1,0 10 o5
LiCh °RP 8e (1
8 Ic ﬁi%rgm Mieic(kgo X 263:254€280 25% de MeCN  75% de H,O (0,5% TEA) 3,0 1,0 10 25
LiCh °RP 8e (1
9 Ic 4::1":‘n°)rgum M‘jj(fkgo X 263;254€280 25%de MeOH  75% de H,O (0,5% TEA) 3,0 1,0 10 25
. ®
10 LiChrosorb “RP 8e (100X 50 554 6 280 20% de MeOH  80% de H,0 (0.5% TEA) 3,0 1,0 10 25

4mm) 5pm Merck®
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12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

LiChrosorb® RP 8e (100 x
Amm) 5um Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
4mm) 5pm Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
Amm) 5um Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
Amm) 5um Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
4mm) 5pm Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
Amm) 5um Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
4mm) 5um Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
Amm) 5um Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
4mm) 5um Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
4Amm) 5um Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
4mm) 5um Merck®

LiChrosorb® RP 8e (100 x
4mm) 5pm Merck®

263; 254 e 280

263; 254 e 280

263; 254 e 280

263; 254 e 280

263; 254 e 280

263; 254 e 280

263; 254 e 280

280

280

280

280

280

25% de MeOH

30% de MeOH

50% de MeOH

25% de MeOH

30% de MeOH

40% de THF

20% de THF

20% de THF

20% de THF

20% de THF

30% de THF

25% de THF

75% de TFA 10mmol L?

70% de TFA 10mmol L*

50% de TFA 10mmol L*

75% de Acetato de
amonio 10mmol L*

70% de Acetato de
amodnio 10mmol L*

60% de H,O (0,5% TEA)

80% de H,O (0,5% TEA)

80% de H,O (0,5% TEA)

80% de H,O (0,5%
DIMEA)

80% de H,O (0,5% TEA)

70% de H,O (0,5% TEA)

75% de H,O (0,5% TEA)

3,0

3,0

3,0

3,0

2,5

3,0

3,0

2,0

3,0

3,0

3,0

3,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

1,0

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

10

41

25

25

25

25

25

25

25

25

25

25

25

25
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5.2.2.2. Condig¢des analiticas
Ap6s o desenvolvimento da metodologia ficaram definidas as condi¢des
cromatograficas para a analise por CLAE:
v' Coluna: LiChrospher® 100 RP-8e, 5um (125 x 4 mm);

v' Fase movel: THF: solucdo de trietilamina 0,5% (pH ajustado para 3,0 com

acido ortofosférico 0.1 mol L™) na proporgéo 25:75 (V/v);
v Vazio: 1,0 mL mint;
v" Volume de injecao: 20 pL;
v' Comprimento de onda para leitura: 280 nm;
v' Temperatura: 24°C + 1°C;
v" Equipamento: Cromatégrafo a liquido de alta eficiéncia;

v' Deteccao: UV-vis.

5.2.2.2.1. Preparo dafase movel

O método foi desenvolvido utilizando-se o sistema de duas bombas, sendo
assim efetuada a mistura automatica do tampao e do solvente para fase movel. O

método foi programado para funcionar na proporcao 75:25 (v/v).

Em um baldo volumétrico de 200 mL foi adicionado 1.0 mL de trietilamina
concentrada. Completou-se o volume do baldo com agua purificada e homogenizou-
se a solucdo. Com o auxilio do pHmetro, acertou-se o valor do pH para 3,0 pela
adicdo cuidadosa de uma solucdo de &cido ortofosférico 0,1 mol mL™.
Degaseificou-se a mistura e colocou-se em uma das bombas. Na segunda bomba

colocou-se 200 mL de tetraidrofurano também degaseificado.

5.2.2.3. Validacao

A validacdo do método foi realizada juntamente com a validacdo por CZE,
com as mesmas condi¢cdes de preparo de solugdes descritos no item 5.2.4, com

excecdo do uso de PI. Os parametros utilizados estao descritos no item 5.2.5.
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5.2.3. Andlise eletroforética

5.2.3.1. Desenvolvimento

Para a realizacdo dos testes iniciais foram utilizados alguns parametros
meédios, como voltagem de +20 kV, temperatura de 22°C e introducdo da amostra
hidrodinamica a 0,5 psi por 5 s. O capilar utilizado foi de 40,2 cm de comprimento
total num detector de arranjo diodos/ UV-vis. Para tais testes, foi utilizada uma

solucdo de gemifloxacino 300,0 pg mL™.

Inicialmente foram avaliados diferentes tampdes: tetraborato de sédio (TBS) e
fosfato de sbédio em diferentes concentragbes. Em seguida foi testado o
comportamento do pico de gemifloxacino frente a utilizacdo de solventes orgéanicos
(etanol e metanol) e também de aditivos (dodecilsulfato de sédio (SDS), Brij® e
acetato de aménio). Com a definicdo do eletrdlito, o proximo passo foi a definicdo do

pH o6timo.

Posteriormente a definicdo do eletrdlito, foram otimizadas as condi¢cbes
instrumentais: temperatura na faixa de 18 a 26°C; voltagem de +15 a 25 kV, tempo
de aplicacdo da voltagem, e parametros da introducdo hidrodindmica da amostra
(presséo e tempo). Para finalizar o desenvolvimento definiu-se a preparagéo e
lavagem do capilar antes de cada introdugcéo de amostra.

A escolha das condi¢des instrumentais adequada foi baseada na avaliagdo de
diversos ensaios apresentados na Tabela 5. Estes ensaios foram sendo realizados

conforme os resultados foram se aproximando do esperado.



Tabela 5. Ensaios realizados no desenvolvimento de metodologia por CZE
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. Detecgao . Injecao N Temperatura
Ensaio Coluna UV nm) Eletrdlito pH (hidrodinamica) Voltagem °C)
(kV)

Silica fundida: 40.2 cm de 263 254 @

1 comprimento, 30 cm efetivos é80 TBS 10 mmol L-1 8,9 0,5psi;5s 18 22
e 75 um de didmetro interno.
Silica fundida: 40.2 cm de _ N Ly

2 comprimento, 30 cm efetivos 263,254 Tampdo fosfato de sodio 8,9 0,5psi;5s 18 22

" . 280 40 mmol L-1

e 75 um de didmetro interno.
Silica fundida: 40.2 cm de 263 254 @

3 comprimento, 30 cm efetivos é80 TBS 10 mmol L-1 8,9 0,5psi;5s 18 22
e 75 um de didmetro interno.
Silica fundida; 40.2 cm de 263 254 @

4 comprimento, 30 cm efetivos é80 TBS 20 mmol L-1 8,9 0,5psi;5s 18 22
e 75 um de didmetro interno.
Silica fundida: 40.2 cm de 263 254 e

5 comprimento, 30 cm efetivos é80 TBS 30 mmol L-1 8,9 0,5psi;5s 18 22
e 75 um de didametro interno.
Silica fundida: 40.2 cm de 263 254 e

6 comprimento, 30 cm efetivos é80 TBS 40 mmol L-1 8,9 0,5psi;5s 18 22
e 75 um de didametro interno.
Silica fundida: 40.2 cm de )

7 comprimento, 30 cm efetivos 263,254 ¢ TBS..40 mmol L-1 8,9 0,5 psi; 3s 18 22

" . 280 Brij 5 mmol L-1
e 75 um de didametro interno.
Silica fundida: 40.2 cm de
. . 263; 254 e TBS 40 mmol L-1, .
8 comprimento, 30 cm efetivos 280 Brij 15 mmol L-1 8,9 0,5psi; 3s 18 22

e 75 um de didmetro interno.



10

11

12

13

14

15

16

17

18

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de diametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

TBS 40 mmol L-1
Brij 20 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1,
NH4Ac 10 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1,
0,2% TEA

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

18

18

18

18

18

20

22

24

18

20

22

22

22

22

18

18

18

18

20

20

45



19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de diametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 40 mmol L-1

TBS 45 mmol L-1

TBS 50 mmol L-1

TBS 55 mmol L-1

8,9

8,9

8,9

8,9

8,9

8,9

8,9

8,9

8,9

8,9

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

0,5 psi; 3s

22

18

20

22

18

20

18

18

18

18

20

22

22

22

24

24

18

18

18

18
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29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

TBS 60 mmol L-1

TBS 50 mmol L-1

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

8,9

8,9

8,9

8,9

8,9

8,9

8,9

8,9

0,5 psi; 3s

0,3 psi;3s

0,3 psi;4s

0,3 psi;5s

0,4 psi; 3s

0,4 psi;4s

0,4 psi;5s

0,5 psi; 3s

0,5psi;4s

0,5psi;5s

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18
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39

40

41

42

43

44

45

46

a7

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didmetro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de diametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

Silica fundida: 40.2 cm de
comprimento, 30 cm efetivos
e 75 um de didametro interno.

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

263; 254 e
280

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

TBS 50 mmol L

7,0

7,5

8,0

8,5

9,0

9,5

10,0

8,4

8,6

0,5psi;5s

0,5psi;5s

0,5psi;5s

0,5psi;5s

0,5psi;5s

0,5psi;5s

0,5psi;5s

0,5psi;5s

0,5psi;5s

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18

18
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5.2.3.2. Condic¢bes analiticas

v' Capilar: silica fundida de 40,2 cm de comprimento sendo 30 cm efetivos, 75 pum
de d.i. e 375 pm de d.e., Beckman Coulter MDQ®;

v Eletrdlito: Tamp&o tetraborato de sédio 50 mmol L™ (pH 8,6 corrigido com &cido

ortofosférico);
v' Voltagem: +20kV;
v" Modo de injecéo: hidrodinamica a 0,5 psi por 5 segundos;
v' Temperatura: 18°C;
v' Comprimento de onda para leitura: 263 nm;

v" Equipamento: Sistema de eletroforese capilar Beckman Coulter MDQ®;
v Deteccao: Arranjo diiodo/ UV-vis;

v Padrao interno: metoprolol.

5.2.3.2.1. Tratamento do capilar

Foi utilizado um capilar novo de silica fundida de 40,2 cm de comprimento x
75 pm de diametro interno (d.i.) x 375 um de diametro externo (d.e.) com
revestimento externo de poliimida. Uma fenda 6ptica de aproximadamente 0,2 cm foi
preparada através de um rapido aquecimento a fim da remocéo da poliimida no local

e em seguida realizou-se a limpeza com acetona.

O capilar foi ajustado ao equipamento com o auxilio de um cartucho proprio e
fixando a fenda Optica na posicao do detector UV para passagem do feixe de luz, o

comprimento do tubo até esta posi¢ao foi 30 cm.

A ativacdo deste capilar foi realizada sob temperatura de 25°C, e foi
acondicionado com solucdo de hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 mol L™ por 30

minutos, agua purificada por 20 minutos e eletrdlito de corrida por 20 minutos.

Diariamente realizou-se a lavagem do capilar com solugédo de NaOH 0,1 mol
L' por 10 minutos, agua purificada por 5 minutos e eletrélito de corrida por 10
minutos. Entre cada corrida o capilar foi lavado por 1 minuto com NaOH 0,1 mol L™ e
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1 minuto com eletrdlito. Ao final do dia, o capilar foi lavado com NaOH 0.1 mol L™ por

10 minutos, agua purificada por 5 minutos.

5.2.3.2.2. Preparo do eletradlito

Semanalmente, uma solucdo estoque de TBS na concentracdo de 500,0
mmol L foi preparada para diluicdo diaria e preparo do eletrélito. Pesou-se uma
massa de 19,0685 g e transferiu-se cuidadosamente para um baldo de 100 mL, e
diluiu-se em agua purificada. Colocou-se o baldo em banho de ultra-som até total
diluicdo. Em seguida completou-se o volume do baldo com agua purificada e filtrou-

se a solucgéo com filtro Millipore® (0,45 um).

A cada ensaio preparou-se a solucao de eletrélito a partir da solucdo estoque
de TBS 500 mmol L™, transferindo-se uma aliquota de 5 mL para um baldo
volumétrico de 50 mL. Completou-se o volume do baldo com agua purificada. Com o
auxilio de um pHmétro ajustou-se o pH para 8,6 através da adicdo cuidadosa da
solucdo de &cido ortofosférico 0,1 mol L™. Em seguida filtrou-se a solugéo com filtro

Millipore® (0,45 pm) e deaerou-se através de um banho de ultra-som por 10 minutos.

5.2.3.3. Validacao

A validacdo do método por CZE foi realizada mas mesmas condi¢cbes da
validacéo por CLAE com o preparo de solu¢cdes descritas no item 5.2.4, utilizando-se
Pl e os parametros descritos no item 5.2.5.

5.2.4. Preparo de solucdes

Ao final do desenvolvimento de cada método realizou-se, para cada técnica a
avaliacdo do melhor solvente (MeOH, MeCN, solucdo NaOH 0,01 mol L™ e &gua
purificada) para dissolver amostra e o padrdo, com o0 objetivo de encontrar um
solvente que pudesse ser utilizado com ambas as técnicas. Para a validagéo, as
solugbes preparadas foram transferidas para frascos protegidos da luz com papel
aluminio e armazenadas em geladeira a aproximadamente 4°C. As solu¢cdes foram

preparadas diariamente.
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5.2.4.1. Solucgéo padrao estoque de gemifloxacino

Uma massa correspondente a 0,005 g de mesilato de gemifloxacino foi
cuidadosamente pesada, colocada em um baldo volumétrico (10 mL). Dissolveu-se a
massa e completou-se o volume do baldo com agua purificada para a obtencéo de

uma solucéo de concentragéo 500,0 pug mL™.

5.2.4.2. Solucéo padrao estoque de metoprolol

Uma massa correspondente a 0,05 g de metoprolol foi cuidadosamente
pesada, transferida para um baldo volumétrico (10 mL) e solubilizada em metanol

para a obtenc&o de uma solucéo de concentracdo de 5000,0 ug mL™.

Esta solugdo foi utilizada como padrdo interno apenas para as analises

realizadas em CZE.

5.2.4.3. Preparo da solucéo estoque da amostra de gemifloxacino

Foram pesados separadamente 10 comprimidos de gemifloxacino e calculado
0 peso médio de 436.71 mg. Dentro do peso médio, de acordo com o valor
declarado, 320,0 mg sdo de mesilato de gemifloxacino. Estes comprimidos foram

triturados cuidadosamente em um cadinho com pistilo de porcelana.

Para uma solucéo de 50 mL contendo 500,0 pg mL™ de gemifloxacino, pesou-
se 34,12 mg do comprimido triturado, transferiu-se para um baldo volumétrico e
dissolveu-se com agua em banho de ultra-som. Completou-se o volume do baldo

com agua e filtrou-se a solucéo.

5.2.5. Preparo da curva analitica

A solucdo padrdo de gemifloxacino na concentracdo de 500,0 pug mL™ foi
diluida de modo a serem obtidas solucbes de diferentes concentracdes, que foram
utilizadas para a obtencdo da curva analitica (Tabela 6). Para a EC, antes de
completar os volumes dos baldes, para cada nivel de concentracdo foi adicionada a

solucéao de metoprolol utilizada como padréo interno, conforme Tabela 7.
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Tabela 6. Obtencao da curva de calibracdo para o gemifloxacino

Nivel Solucéo estoque Volume Concentracéao Volume

(ug mL™) pipetado (mL) final (ug mL™) final (mL)
1 500,0 0,35 35,0 5,0
2 500,0 0,40 40,0 5,0
3 500,0 0,45 45,0 5,0
4 500,0 0,50 50,0 5,0
5 500,0 0,55 55,0 5,0
6 500,0 0,60 60,0 5,0
7 500,0 0,65 65,0 5,0

Tabela 7. Diluicdo da solucédo de metoprolol utilizada como padrdo interno em EC

Concentracéao solucdo estoque de Volume Concentracgéo final  Volume
Pl (ug mL™) pipetado (mL) de Pl (ug mL™) Final (mL)
5000,0 0,5 500,0 5,0

5.2.6. Validacdo dos métodos

A validacdo das metodologias desenvolvidas para a determinacdo quantitativa
de gemifloxacino em preparacdo farmacéutica foi realizada seguindo os principais
guias internacionais como ICH e a Farmacopéia Americana, além do guia brasileiro

publicado pela ANVISA, conforme item 3.5 da reviséo bibliografica.
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5.2.6.1. Seletividade

5.2.6.1.1. Pesquisa de interferentes no placebo

Para garantir a ndo interferéncia da matriz da amostra, preparou-se um
placebo realizando uma mistura homogénea dos excipientes (item 5.1.3) contidos na

amostra comercial.

Da mesma forma foi preparada de uma solugéo da amostra de gemifloxacino
com 50,0 pg mL™. Para tanto, pesou-se uma massa de 34,12 mg da mistura de
excipientes, transferiu-se para um baldo de 50 mL, dissolveu-se em agua com
auxilio do banho de ultra-som e filtrou-se. Transferiu-se uma aliquota de 1 mL para

um baldo de 10 mL e completou-se o volume do baldo com agua.

5.2.6.1.2. Teste de estresse

Este teste foi executado para avaliar a interferéncia de produtos de
degradacdo e metabdlitos na eficiéncia do pico do gemifloxacino. O teste de
estresse foi realizado através de reacdes de hidrélise da amostra em diferentes

meios e a alta temperatura (Tabela 8).

Tabela 8. Condicdes avaliadas nos testes de estresse

Aquecimento

Hidrdlise banho-maria Tempo (horas) Solvente
Meio neutro 80°C 2 Agua
Meio oxidativo 80°C 2 H,O0, 3%
Meio &cido 80°C 2 HCI 0.1 mol L™
Meio alcalino 80°C 2 NaOH 0.1 mol L™

5.2.6.1.3. Hidrélise em meio neutro

Pesou-se uma massa de 0,0125 g de mesilato de gemifloxacino e transferiu-
se cuidadosamente para um baldo volumétrico de 25 mL. Dissolveu-se a massa e

completou-se o volume do baldo com agua purificada para a obtencdo de uma
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solucdo de concentracdo 500,0 ug mL™. Em seguida esta solucéo foi submetida a
uma temperatura de 80°C.

Nos periodos de 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos foram retiradas aliquotas de
1 mL e transferidas para um baldo de 10 mL, apos resfriadas a temperatura
ambiente, o volume foi completado com agua. Obteve-se uma concentracdo final de
50,0 pg mL-1, completando-se um tempo total de duas horas. A solugéo final foi

injetada em triplicata.

5.2.6.1.4. Hidrélise em meio oxidativo

Pesou-se uma massa de 0,0125 g de mesilato de gemifloxacino e transferiu-
se cuidadosamente para um baldo volumétrico de 25 mL. Dissolveu-se a massa e
completou-se o volume do baldo com peréxido de hidrogénio (H,O) diluido a 3%
para a obtencdo de uma solucdo de concentragdo 500,0 pg mL™. Em seguida esta

solucéo foi submetida a uma temperatura de 80°C.

Nos periodos de 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos foram retiradas aliquotas de
1 mL e transferidas para um baldo de 10 mL, resfriadas a temperatura ambiente e o
volume completado com &gua. Obteve-se uma concentracéo final de 50,0 ug mL™,
completando-se um tempo total de duas horas. A solugéo final foi injetada em

triplicata.

5.2.6.1.5. Hidrélise em meio acido

Pesou-se uma massa de 0,0125 g de mesilato de gemifloxacino e transferiu-
se cuidadosamente para um baldo volumétrico de 25 mL. Dissolveu-se a massa e
completou-se o volume do baldo com &cido cloridrico (HCI) 0,1 mol L™ para a
obtencdo de uma solucdo de concentragéo 500,0 ug mL™. Em seguida esta solucao

foi submetida a uma temperatura de 80°C.

Nos periodos de 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos foram retiradas aliquotas de
1 mL e transferidas para um baldo de 10 mL e resfriadas a temperatura ambiente.
Neutralizou-se com uma aliquota de 1 mL de NaOH 0,1 mol L e o volume foi

completado com A&gua. Obteve-se uma concentracdo final de 50,0 pg mL*,
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completando-se um tempo total de duas horas. A solucao final foi injetada em
triplicata.

5.2.6.1.6. Hidro6lise em meio alcalino

Pesou-se uma massa de 0,0125 g de mesilato de gemifloxacino e transferiu-
se cuidadosamente para um baldo volumétrico de 25 mL. Dissolveu-se a massa e
completou-se o volume do baldo com NaOH 0,1 mol L™ para a obtencéo de uma
solucdo de concentracdo 500,0 ug mL™. Em seguida esta solucdo foi submetida a

uma temperatura de 80°C.

Nos periodos de 0, 15, 30, 60, 90 e 120 minutos foram retiradas aliquotas de
1 mL e transferidas para um baldo de 10 mL e resfriadas a temperatura ambiente.
Neutralizou-se com uma aliquota de 1 mL de HCI 0,1 mol L™ e o volume foi
completado com &gua. Obteve-se uma concentracdo final de 50,0 pg mL™,
completando-se um tempo total de duas horas. A solugéo final foi injetada em

triplicata.

5.2.6.2. Linearidade

Para definir a relacdo entre a resposta do instrumento e a concentracéo
conhecida do analito, foi gerada uma curva de calibragdo com sete concentracdes
de solugéo de padrao, contendo o Pl no caso da CZE.

A linearidade foi realizada primeiramente através do preparo da solucdo e
curva analitica conforme descrito nos itens 5.2.4 e 5.2.5. Para a CLAE e CZE as
solucBes foram preparadas com fase moével e eletrdlito, respectivamente, Realizou-
se a seguir uma corrida analitica em ordem crescente de concentracao, analisando-
se quatro vezes cada ponto da curva: 35,0, 40,0, 45,0, 50,0, 55,0, 60,0 e 65,0 pug mL"

! em cada metodologia desenvolvida.

O resultado da linearidade foi expresso e demonstrado através da construcéo

de um grafico de calibracdo pelo método de regresséo linear, uma equacéo de reta
(y=axX+b) e do coeficiente de correlagéo (rz). Para tanto, colocou-se no eixo Y o

calculo de valores residuais. Nesse estudo utilizou-se o valor obtido com a média

das areas de cada concentracdo para a CLAE. Para o método de CZE utilizou-se a
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média das respostas de cada ponto obtida atraveés da razdo entre a area do pico do
gemifloxacino e a area do pico do PI.

5.2.6.3. Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificacdo (LQ)

A determinacéo dos valores de LD e LQ foi calculada baseada na estimativa
do desvio padrdo da equacdo da curva analitica e inclinagdo da curva através das
equacoes:

o o
Limite de Detecgao = 3.3 X S Limite de Quantificacao = 10 X 3

Onde, o € a estimativa do desvio padrdo da curva analitica e S é a inclinacao

da curva analitica.

As concentracdes encontradas através destas férmulas, para linearidade de
cada método, foram testadas preparando as solucdes a partir de uma solucdo
estoque (item 5.2.4.1) e analisadas sequencialmente por dez vezes em cada
método.

5.2.6.4. Preciséao

Neste estudo a precisdo dos métodos desenvolvidos por CLAE e CZE foi
baseada em dois ensaios diferentes: repetibilidade da preciséo (precisao intra-dia) e
precisdo intermediaria (precisao inter-dia). Ambas as analises sdo expressas em

desvio padréo relativo (DPR) ou coeficiente de validacéo (CV).

DPR ou CV = %x 100

Onde, o € o desvio padrdo e ¥ € a média das areas ou respostas obtidas das

analises.

5.2.6.4.1. Repetibilidade

Foi preparada uma solucdo de 500,0 ug mL™* conforme descrito no item
5.2.4.1, Uma aliquota de 1 mL desta solucdo estoque foi transferida para um baldo
volumétrico de 10 mL e completou-se o0 volume com agua para uma concentracao
final de 50,0 ug mL™.
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Outra solucéo preparada foi a da amostra de gemifloxacino a partir de uma
solucdo estoque contendo 500,0 ug mL™ de gemifloxacino (item 5.2.4.3). Uma
aliquota 1 mL de da solucédo estoque foi transferida para baldo volumétrico de 10
mL. Completou-se o volume com agua, obtendo-se para uma solucdo de amostra

com concentraco final de 50,0 pg mL™ de gemifloxacino.

A injecéo de cada solucéo foi realizada por dez vezes consecutivas para 0s
métodos de CLAE e CZE desenvolvidos. No método da CLAE o DPR foi calculado a
partir das areas obtidas e no método por CZE, foi calculado a partir da razdo da area
do pico do gemifloxacino pela area do pico do PI (resposta). De acordo com a
legislacédo vigente, o critério de aceitacdo para o DPR é de no maximo 5%.

5.2.6.4.2. Precisao intermediaria

Solucbes estoque de padrdo de gemifloxacino e Pl (uso na EC) foram
preparadas conforme os itens 5.2.4.1 e 5.2.4.2, respectivamente, e armazenadas
sob refrigeracédo. Por trés dias, em espacos de 24 horas, estas solucdes foram
diluidas até as concentracdes de 40,0, 50,0 e 60,0 ug mL™*, conforme célculos
apresentados no item 5.2.5 e injetadas por seis vezes consecutivas em ordem

crescente de concentracao.

No método por CLAE o DPR foi calculado a partir das areas obtidas e no
método por CZE foi calculado a partir da razdo da area do pico do gemifloxacino
pela area do pico do PI. De acordo com a legislacéo vigente, o critério de aceitacao

para o DPR é de no maximo 5%.

5.2.6.5. Exatidao

A exatiddo do meétodo foi avaliada através do estudo de recuperagéo através

da comparacao do resultado do padrdo com a amostra enriquecida com padréo.

As solugdes estoque de padrdo e amostra foram preparadas de acordo com
os itens 5.2.4.1 a 5.2.4.2. Uma aliquota de 0,8 mL de solucdo de gemifloxacino 500
ng mL™ foi transferida para um bal&o volumétrico de 10 mL e completou-se o volume
do baldo com &gua, obtendo-se uma concentracdo de 40.0 pg mL™. Com os

mesmos valores, diluiu-se a solugdo de amostra de gemifloxacino em outro bal&o.
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As amostras enriquecidas foram preparadas a partir de ambas as solucdes
estoques. Nas trés solucdes a concentracdo da solucdo estoque foi mantida fixa,
onde se transferiu uma aliquota de 0.8 mL para cada baldo volumétrico de 10 mL.
Em seguida, adicionaram-se aliquotas de 0.1, 0.2 e 0.3 mL da solucao estoque para
os balBes contendo a aliquota de solugdo da amostra. Completou-se o volume dos
baldes com agua, obtendo-se as concentracdes totais de gemifloxacino de 45.0,

50.0 e 55.0 pg mL™, respectivamente, conforme Tabela 9.

As solucbes de padrdo e amostra foram analisadas por seis vezes
consecutivas e as amostras enriquecidas por quatro vezes consecutivas em cada

metodologia desenvolvida.

A exatiddo/ recuperacdo é expressa em percentagem (%R), na relacdo
padrdo e amostra. Para a CLAE, esse calculo é baseado na média das areas
obtidas e no método da EC foi calculado a partir da razdo da area do pico do
gemifloxacino pela area do pico do Pl. Para formas farmacéuticas, a legislacédo

vigente tem como critério de aceitacao a variacdo de até 2%, ou seja, de 98 a 102%.

Tabela 9. Concentragdes utilizadas para o ensaio de recuperagao

Concentracéo total

Concentragéo_l Con~centra(;é10_l de gemifloxacino
amostra (ug mL™) padréo (ug mL™) (g mL%)
Padréo - 40,0 40,0
Amostra 40,0 - 40,0
Amostra Enriquecida 01 40,0 5,0 45,0
Amostra Enriquecida 02 40,0 10,0 50,0
Amostra Enriquecida 03 40,0 15,0 55,0

5.2.7. Andlise estatistica

Os resultados das precisdes (repetibilidade e intermediaria) de ambos os
métodos foram compiladas e analisadas através do software estatistico MiniTab®

versao 15.

Quando se comparam estatisticamente, duas técnicas analiticas utilizadas

para a mesma finalidade utilizam-se duas hipdteses: que a diferenca entre ambas
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pode ser atribuida ao acaso ou de que elas possuem uma diferenca significativa,
ndo podendo neste Ultimo caso, ser intercambidveis, Para calculos foram

empregados os testes de significancia através dos testes t e F.

O teste t é utilizado para verificar a significancia entre médias de valores
experimentais obtidos por duas técnicas diferentes, Este valor possui determinados
niveis de significAncia, e sdo tabelados. Quando o resultado experimental do teste t
excede o valor tabelado, considera-se que a diferenca € significativa, O valor de t €

obtido pela equacao:

X, — X
t =

s|1 1

ny n,

Onde: x; € a média obtida pelo Método 1;

X, € a média obtida pelo Método 2;

S € o desvio padrdo obtido pela raiz da variancia calculada por ambos os
métodos;

N € N, Sdo 0s numeros de amostras de cada técnica,

O teste F é utilizado na comparacdo das precisbes através dos desvios
padrdo de dois métodos diferentes, Da mesma forma que o teste t, o teste F possui
valores tabelados. Quando o resultado experimental excede o valor tabelado,
considera-se que a diferenca € significativa para determinado nivel de significancia,

Este valor € obtido através da equacao:

Onde: S2 é o maior desvio padréo

SZé o menor desvio padrdo
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Gemifloxacino

A pesquisa de novos agentes antimicrobianos tem sido continua e crescente
nos ultimos anos, principalmente pelo rapido desenvolvimento da resisténcia
bacteriana a antibiéticos existentes no mercado e uso indiscriminado dos mesmos

por parte da populacédo e, muitas vezes, também da comunidade médica.

O numero de quinolonas tem aumentado muito nos dltimos anos. O
crescimento acelerado é devido a ampla aceitacdo destes compostos no contexto
mundial, por apresentarem eficacia de acdo superior a de muitos farmacos de
origem natural. Por pequenas modificacdes na estrutura quimica destes compostos,
foram obtidos farmacos apresentando melhor espectro de acédo. Este fato motivou a

abertura de espaco para o constante avanco terapéutico na area.

6.2. Controle de qualidade

A melhor maneira de garantir a qualidade de um produto é controlar o
processo de fabricacdo desde a selecdo da matéria-prima até os produtos acabados

e embalados, para que os mesmos atendam as especificacdes exigidas.

Com o aparecimento de um grande numero de quinolonas quimicamente
semelhantes, muitos métodos analiticos para a determinacdo qualitativa e
guantitativa foram encontrados na literatura, mas muitos sdo direcionados ao
monitoramento de residuos e doseamento em fluidos biolégicos, mas raros sao os
que apresentam a possibilidade de aplicacdo em controle fisico-quimico de
gualidade, pois sao procedimentos trabalhosos e custosos, ou seja, inviaveis para a

rotina de um laboratério farmacéuticos de controle de qualidade.

Um dos maiores desafios para o controle de qualidade de formas acabadas &
gque o método analitico deve separar misturas complexas de principios ativos e
excipientes. Para tanto, na validacdo, a seletividade, mais especificamente, a
avaliacdo de interferentes no placebo € um importante parémetro a ser determinado.

A validacdo de um método como um todo foi importante para a determinacdo da
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eficiéncia de cada técnica utilizada nesta pesquisa, visando a comparacdo dos
resultados analiticos obtidos pelas duas técnicas analiticas selecionadas (CLAE e

CZE).

6.3. Determinacdo do comprimento de onda

A solucéo de 100.0 ng mL™* de gemifloxacino foi utilizada para efetuar uma
varredura na regido UV-vis visando o estabelecimento da leitura para faixa de A

ideal. Para confirmacdo foram realizadas seis leituras (Figura 5), o que foi

estabelecida a faixa entre 250 e 280 nm.

18 Abs

1 1
260.0 320.0

comprimento de onda (nmy)

200.0

Figura 5. Espectro de absorcéo de gemifloxacino na concentracdo de 100.0 ng mL™

em agua.

6.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia

6.4.1. Desenvolvimento do método

Por ser uma técnica confiavel e reprodutivel, as principais condicbes a serem
utilizadas no método desenvolvido foram obtidas atraves da literatura existente para
outros compostos da classe das fluorquinolonas. Utilizou-se a fase mével MeCN:

trietilamina (TEA) 0.5% em pH 3.0 na proporcéo 20:80, vazdo de 1mL min™ e volume
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de injecdo de 10 pL e coluna cromatografica C8. Essas condi¢des mostraram logo
de inicio a simplicidade e a eficiéncia dos métodos, embora os cromatogramas

obtidos tenham apresentado picos largos, ou seja, de alta assimetria (Figura 6).

!
~ J

1 2 3 4 5 5 7 2
Minutes

Figura 6. Cromatograma da solucdo de gemifloxacino 80,0 pg mL™; Condicdes:
coluna LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x 4 mm), vazdo: 1,0 mL min™, fase mével:
MeCN: TEA 0.5%, pH 3,0 ajustado com acido ortofosférico (20:80 v/v); detec¢do UV
de 280 nm.

Para adequar estes métodos ao equipamento do laboratério e ao
gemifloxacino foram realizados alguns testes na fase moével, a fim de obter-se um
pico mais simétrico. Os ajustes na fase movel foram feitos conforme os picos foram

se adequando ao esperado.

O primeiro modificador orgéanico testado foi a MeCN armazenada em uma das
bombas do cromatografo. Na segunda bomba foi colocado o tampao TEA 0.5% com
pH 3.0 ajustado com &cido ortofosférico. As proporcdes de fase orgéanica e fase
aguosa utilizadas foram 20:80, 25:75 e 30:70. Com a utilizacdo de MeCN, os testes
apresentaram picos largos, devido a baixa interacdo com o soluto, que ficou retido

por mais tempo na coluna (Figura 7).
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Figura 7. Cromatograma da solucdo de gemifloxacino 80.0 pg mL™. Condicdes:
coluna LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x 4 mm); fase mével MeCN: TEA 0.5%
pH 3.0 ajustado com &cido ortofosférico (30:70 v/v); fluxo: 1.0 mL min™; deteccéo
UV de 280 nm.

Outro modificador utilizado foi o MeOH que foi empregado com 0 mesmo
tampédo nas proporgbes 20:80 e 25:75. Conforme cromatograma apresentado na
Figura 8, apesar da baixa assimetria, os tempos de retencdo (tr) foram altos.
Portanto, realizou-se uma alteracdo no tampao utilizando-se solucédo de acetato de

amonio 10 mmol L™, ou TFA 10 mmol L™

150 mAU

4 5 [ 7 8 9 10
Minutes

Figura 8. Cromatograma da solucdo de gemifloxacino 80,0 pg mL™; Condicdes:
coluna LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x 4 mm); fase movel MeOH: TEA 0,5%
pH 3,0 ajustado com &cido ortofosférico (20:80 v/v); fluxo: 1,0 mL min™; deteccdo
UV de 280 nm.
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Como a intencdo foi o uso de pequenas quantidades de solventes
organicos e a diminuicdo do tempo de retencdo do gemifloxacino obtido quando se
empregou MeCN e MeOH, optou-se pelo uso de THF por ser o solvente para fase
reversa com maior for¢ca, ou seja, que diminui a retencdo de compostos pela
diminuicdo da interagdo entre soluto e fase estacionaria. O THF foi utilizado com o
tampao TEA 0.5% em pH 3.0, nas propor¢des 40:60, 30:70, 25:75 e 20:80. Nestas
condicbes foram obtidas maiores areas, melhores simetrias de picos e menores
tempos de retencdo. Os melhores resultados foram alcancados quando utilizada a
fase movel na proporcdo 25:75. Esta fase movel foi definida para proceder-se a
validacédo da metodologia proposta por CLAE (Figura 9).

420 mAU

\4

025 050 075 100 125 150 175 200 225 250 275 300
Minutes

Figura 9. Cromatograma da solucdo de gemifloxacino 80,0 ug mL™. Condicdes:
coluna LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x 4 mm); fase moével THF: TEA 0,5% pH
3,0 ajustado com &cido ortofosforico (25:75 v/v); fluxo: 1,0 mL min™; deteccdo UV de
280 nm.

6.4.2. Validacdo do método por CLAE

6.4.2.1. Seletividade

6.4.2.1.1. Placebo

Para avaliar a interferéncia de componentes da matriz, proximo ao tempo de
retencdo do farmaco (2,3 min), os resultados foram comparados com aqueles
obtidos com uma solucdo aquosa do analito a ser analisado em concentracao

proxima ao LQ. Os resultados obtidos apds a injecdo no cromatdégrafo de uma
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solucdo de placebo mostraram que n&o foram observadas interferéncias

significativas no método (Figura 10).

15 mAU

-
-
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Figura 10. Cromatograma da solucdo de placebo. Condic¢des: coluna LiChrospher
100 RP-8e (5um, 125 x 4 mm), vazdo: 1,0 mL min™, fase mével: THF: TEA 0.5%(pH
3,0) ajustado com &cido ortofosforico (25:75 v/v); deteccdo UV de 280 nm.

6.4.2.1.2. Teste de estresse

6.4.2.1.2.1. Hidrélise em meio neutro

Conforme apresentado na Figura 11, a hidrélise em meio neutro nao provocou
a degradacdo do gemifloxacino, ndo havendo mudanca no tempo de retencéo, e,

somente diminuicdo do pico apés 2h sob aquecimento a 80°C.

300 mAU

v k
J J
Minutes

Figura 11. Cromatograma da solucdo de gemifloxacino 50,0 ug mL™ apés hidrélise
em meio neutro apos 2h. Condic¢des: coluna LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x 4
mm), vazdo: 1,0 mL min™, fase mével: THF: TEA 0,5% (pH 3,0) ajustado com &cido
ortofosférico (25:75 v/v); deteccao UV de 280 nm.
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6.4.2.1.2.2. Hidrélise em meio oxidativo

Na Figura 12 pode-se observar o aparecimento de picos desconhecidos, com
baixa intensidade, que eluiram no tempo do volume morto, apds a oxidacao quimica
com H,0; 3%.

200 mAU
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Minutes

Figura 12. Cromatograma da solucdo de gemifloxacino 50,0 ug mL™ apés hidrélise
em meio oxidativo apds 2h. Condic¢des: coluna LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x
4 mm), vazdo: 1,0 mL min™, fase mével: THF: TEA 0.5% (pH 3,0) ajustado com
acido ortofosfoérico (25:75 v/v); deteccdo UV de 280 nm.

6.4.2.1.2.3. Hidrélise em meio acido

Na hidrélise em meio acido com HCI 0,1 mmol L™, apresentada na Figura 13,
apareceram, no mesmo tempo de retencdo do gemifloxacino, picos desconhecidos

com respostas instrumentais significativas.
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Figura 13. Cromatograma da solucdo de gemifloxacino 50,0 ug mL™ apés hidrélise
em meio acido apés 2h. Condi¢des: coluna LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x 4
mm), vazdo: 1,0 mL min™, fase mével: THF: TEA 0.5% (pH 3,0) ajustado com &cido
ortofosférico (25:75 v/v); deteccao UV de 280 nm.

6.4.2.1.2.4. Hidrdblise em meio bésico

A Figura 14 mostra aparecimento de picos desconhecidos com baixa
deteccdo em relacdo ao gemifloxacino eluindo, principalmente, no intervalo de

tempo do volume morto.

30 mAU
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Minutes

Figura 14. Cromatograma da solucdo de gemifloxacino 50,0 pg mL™ apds hidrélise
em meio basico apos 2h. Condig¢des: coluna LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x 4
mm), vazdo: 1,0 mL min™, fase mével: THF: TEA 0.5% (pH 3,0) ajustado com &cido
ortofosférico (25:75 v/v); deteccado UV de 280 nm.

6.4.2.1.3. Linearidade

Para definir a relacdo entre a resposta do instrumento e a concentracéo
conhecida do analito, foi gerada uma curva analitica com sete diferentes

concentragcbes da solugdo do padrao. A Figura 15 apresenta a sobreposicdo dos
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cromatogramas. Na Figura 16 pode ser observada a curva analitica e na Tabela 10
estdo indicados os valores matematicos obtidos através da analise estatistica.

380 mAU

85 AN T A& CTuEe U ag 10 15
Minutes

Figura 15. Sobreposi¢do dos cromatogramas da curva analitica nas concentragdes
de 35,0 a 65,0 pg mL™. Condigdes: coluna LiChrospher 100 RP-8e (5um, 125 x 4
mm), vazdo: 1,0 mL min™*, fase mével: THF: TEA 0.5% (pH 3,0) ajustado com &cido
ortofosférico (25:75 v/v); deteccao UV de 280 nm.
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Area Gemifloxacino

Concentragdo de gemifloxacino (ug/mL)

Figura 16. Curva de calibracdo do gemifloxacino na faixa de concentracéo de 35,0 a
65,0 pg mL™.
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Tabela 10. Resultados experimentais obtidos na determinacdo da curva analitica do
gemifloxacino. Método: CLAE

Concentracéio de leitura Area farmaco*
(ng/mL) (x 10°
35,0 3,88
40,0 4,60
45,0 5,24
50,0 5,87
55,0 6,46
60,0 7,05
65,0 7,65
Inclinagéo (b) 124472
Desvio padrao da inclinagéo (Sp) 1821
Intercepto (a) -402720
Desvio padrédo do intercepto (S,) 92860
Erro padrdo da estimativa (Se) 48182
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9989

* Média de quatro leituras.

Os resultados apresentados indicam boa linearidade do método proposto com

coeficiente de correlacao linear (r) de 0,9989.

6.4.2.1.4. Limite de deteccéo (LD) e limite de quantificagdo (LQ)

O LQ obtido representa a menor concentracdo em que o gemifloxacino pode
ser determinado por CLAE com preciséo e exatiddo aceitaveis e o LD foi calculado
como sendo correspondente a concentracdo de gemifloxacino que teoricamente
produz um valor do sinal medido 3.3 vezes maior do que o nivel de ruido médio. Os
valores encontrados estdo apresentados na Tabela 11 e mostram resultados

aceitaveis sob as condi¢des experimentais estabelecidas.
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Tabela 11. Resultados obtidos na determinagdo dos limites de deteccdo e
quantificacdo do gemifloxacino. Método: CLAE

Parametro Gemifloxacino (ug mL™)
Limite de deteccéo 0,33
Limite de quantificacdo 0,99

6.4.2.1.5. Precisao

A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos na avaliacéo da repetibilidade do
meétodo através da injecdo consecutiva de uma unica concentracdo da solucdo do
padrdo e a Tabela 13 mostra os resultados obtidos na precisdo intermediaria do
método, medida através da injecdo, por trés dias consecutivos, de trés solu¢cbes do

padrédo em diferentes concentragdes.

Tabela 12. Resultados obtidos na determinacdo da repetibilidade (preciséo).
Método: CLAE

Concentragao padréo i
Area farmaco
(Mg mL™)

50,0 5207546

50,0 5275538

50,0 5267209

50,0 5242765

50,0 5248364

50,0 5222695

50,0 5242123

50,0 5282147

50,0 5247915

50,0 5299898
Média 5253620
Desvio padréo 27908,3

Desvio padréo relativo 0,53
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Tabela 13. Resultados obtidos na determinagdo na preciséo intermediaria realizada
em trés dias consecutivos. Método: CLAE

Parametros 35,0 ug mL? 50,0 ugg mL? 65,0 ug mL*?

INTER-DIA )
estatisticos* (x10°) (x10° (x10°
Média 3,65e6 5,25e6 7,65e6
Dia 01
DPR (%) 1,15 0,53 0,28
Média 3,67e6 5,24e6 7,64e6
Dia 02
DPR (%) 1,01 0,47 0,55
Média 3,62e6 5,26e6 7,64e6
Dia 03
DPR (%) 0,17 0,32 0,08

* Média de dez determinagdes
DPR = desvio padréo relativo

Os resultados encontrados mostram que o método de CLAE é preciso. Os
valores dos DPR obtidos variaram entre 0,08 e 1,15, e estdo abaixo do valor maximo
permitido que € de 5,00%. Foi assim comprovada a baixa variabilidade do método e

a estabilidade das solu¢des do farmaco.

6.4.2.1.6. Exatiddo

A exatiddo do método indica o quanto os resultados obtidos, sob as condicbes
experimentais desenvolvidas, estdo proximos ao valor tedrico. A exatiddo do método
foi demonstrada através do teste de recuperacdo. Apds a adicdo de diferentes
concentracfes da solucdo do padrdo a solucdo da amostra e andlise pelo método
proposto, foram obtidos resultados de recuperagéo, proximos a 100%. Os dados

estdo apresentados na Tabela 14.
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Tabela 14. Resultados obtidos no teste de recuperagcdo do gemifloxacino. Método:
CLAE

Area Padréo adicionado Area Recuperagdo Meédia darecuperagao
farmaco (ug mL™) Amostra* (%) + DPR
5.0 5249055 100,8
4687067 10.0 5886905 100,1 100,6 £ 0,5
15.0 6527726 101,0

* média de quatro determinacdes

6.5. Eletroforese capilar

6.5.1. Desenvolvimento do método

ApOs a revisdo da literatura foram consideradas para o desenvolvimento do
método as seguintes condicdes: TBS 10 mmol L™ como solucéo tampao, capilar de
silica fundida com 40,2 cm (30 cm efetivo) x 75 um d.i. x 375 um d.e.; +18 kV a 18°C
(ou +22 kV e 22°C), introducdo da amostra de 0,5 psi por 5s. Os melhores

resultados (Figura 17) foram obtidos empregando-se +18 kV a 18°C.

25 mAU

10 15 20 25 30 35 40
Minutes
Figura 17. Eletroferograma referente ao pico do gemifloxacino na concentracéo de
100,0 pg mL™. CondicBes: voltagem de +18 kV, temperatura de 18°C. Condicées: 5
s de injecdio a 0.5 psi, e tamp&o de tetraborato de s6dio 10 mmol L™ e absorgéo UV
em 280 nm.
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Em seguida, conforme Figura 18, foram testadas variacbes nas
concentracdes de TBS de 40 a 60 mmol L™. Apesar do aumento da intensidade dos
picos, a presenca de cauda posterior aumentou proporcionalmente a concentracéo

de eletrélito e na concentracéo de 60 mmol L™, foi verificada uma cauda frontal.

40 mmol/L
45 mmol/L
50 mmol/L
55 mmol/L
60 mmol/L

140 mAU

B T
s

10 15 20 25 30 35 40 45 5.0
Minutes

Figura 18. Eletroferogramas referente ao pico do gemifloxacino na concentracao de
100,0 pg mL™. Eletrélito de corrida de TBS na concentracdo de 40 a 60 mmol L™,
Condigoes: voltagem de +18 kV, temperatura de 18°C, introduc¢ao hidrodinamica da
amostra por 5 s a 0.5 psi e deteccdo no UV em 280 nm.

Visando a diminuicdo da cauda posterior do pico, na concentracdo de 50
mmol L?, realizaram-se testes com a adicdo de aditivos no eletrélito, como TEA,
Brij®, SDS, fosfato de sédio e acetato de aménio. Em todos os casos houve uma
intensa diminuicdo no sinal do analito, alargamento das bandas e aumento no tempo
de migracdo. Quando SDS e Brij® foram empregados, observou-se a formacdo de

espuma no eletrélito e conseqiente queda na corrente durante as corridas.

Foram realizados testes empregando-se o tampdo TBS 50 mmol L™, com
diferentes combinacdes de voltagem e temperatura: 18 kV e 18°C, 20 kV e 18°C, 22
kV e 18°C, 24 kV e 18°C, 26 kV e 18°C, 18 kV e 20°C, 20 kV e 20°C, 20 kV e 22°C e
18 kV e 24°C. Foi observado que, quando as voltagens empregadas estavam acima
de 20 kV, resultavam na formacéo de altas correntes no campo elétrico formado, e,
impedindo a deteccdo de um sinal. Em temperaturas acima de 20°C nao foram

observados picos definidos. Assim sendo, foram selecionados os parametros de +18
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kV e 18°C, quando os picos do gemifloxacino apresentaram baixa assimetria de 0,99

(maximo aceitavel é 2,0).

Para a escolha do tampéao foram efetuados testes com variacdes do valor de
pH (4,0 e 6,0 a 10,0). Os melhores resultados foram obtidos em pH de 8,6, ajustado

pela adicdo cuidadosa de uma solucéo de &cido ortofosférico 0,1 mol L™,

Apébs a escolha do eletrdlito, foram realizados testes para a determinacdo do
melhor comprimento de onda para o método. Os melhores resultados encontrados

fora os que utilizaram 263 nm.

Um fator que pode limitar o emprego do método € a variagdo de picos entre
as injecdes. A EC, por ser uma técnica relativamente, optou-se pelo uso de um PI,
visando a correcao deste possivel fator de erro. Os resultados das analises, a partir
desse momento, foram expressos pela razdo area do pico do gemifloxacino pela
area do pico do PI. A escolha do PI adequado foi feita com base nas caracteristicas
quimicas semelhantes ao farmaco estudado, isto €, ser solivel em agua e

apresentar tempo de migracdo menor do que o gemifloxacino.

Foram testados trés padrfes de farmacos da mesma classe: levofloxacino,
ciprofloxacino e pefloxacino, nas concentracdes de 100,0 pg mL™ em agua. Todos
apresentaram baixa resolucdo entre os picos, devido apresentarem tempo de
migragcdo semelhante ao do analito. Outros padrdes testados foram: dipirona,
metoprolol, atenolol, diclofenaco, artovastatina, ibuprofeno e cetoconazol nas
concentracbes de 500,0 pg mL™* em &gua. Onde estes trés dltimos n&o
apresentaram solubilidade em &agua. O melhor comportamento nas condicdes
estabelecidas foi apresentado pelo metoprolol.

6.5.2. Validac&do do método por eletroforese capilar

6.5.2.1.1. Placebo

Para avaliar a interferéncia de componentes da matriz no tempo de retencéo
do farmaco (2.55 min) e do padrédo interno (1.65 min) foi analisado, nas condigbes
estabelecidas o placebo da amostra selecionado para o estudo. Os resultados
obtidos através da inje¢do de uma solucéo de placebo mostraram que os excipientes

nao interferiram no método (Figura 19).
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Figura 19. Eletroferograma da solucdo de placebo Condicdes: capilar de silica
fundida com 40,2 cm (30 cm efetivo) x 75 pum (d.i.) x 375 um (d.e.); eletrdlito: tampéo
tetraborato de sédio 50 mmol L™ (pH 8,6); voltagem de +18 kV; temperatura de
18°C; introducdo hidrodinamica da amostra por 5 s a 0,5 psi e absor¢do UV em 263
nm.

6.5.2.1.2. Teste de estresse

6.5.2.1.2.1. Hidrélise em meio neutro

O eletroferograma apresentado na Figura 20 indica que a hidrélise em meio
neutro ndo apresentou degradacdo do gemifloxacino, no tempo de retencéo, apenas

a diminuicdo da intensidade do sinal apés 2h sob aquecimento a 80°C.

24 mAU

00 05 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75
Minutes

Figura 20. Eletroferograma da solucdo de gemifloxacino 50,0 pg mL™ apés 2h de
hidrolise em meio neutro. Condicdes: capilar de silica fundida com 40,2 cm (30 cm
efetivo) x 75 pum (d.i.) x 375 um (d.e.); eletrdlito: tampéo tetraborato de sédio 50
mmol L* (pH 8,6); voltagem de +18 kV; temperatura de 18°C; introducéo
hidrodindmica da amostra por 5 s a 0,5 psi e absor¢cdo UV em 263 nm.
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6.5.2.1.2.2. Hidrélise em meio oxidativo

Na Figura 21 pode-se observar o aparecimento de picos desconhecidos, a
maioria com baixa intensidade ao longo da corrida, apés a oxidagdo quimica com
H,0, 3%.

18 mAU

05 10 15 20 25 30 35 " afto 45 50 55 60 65 70 75
Figura 21. Eletroferograma da solugdo de gemifloxacino 50,0 pg mL™ apés 2h de
hidrolise em meio oxidativo. Condi¢des: capilar de silica fundida com 40,2 cm (30 cm
efetivo) x 75 um (d.i.) x 375 um (d.e.); eletrdlito: tampéao tetraborato de sodio 50
mmol L* (pH 8,6); voltagem de +18 kV; temperatura de 18°C; introducéo
hidrodindmica da amostra por 5 s a 0,5 psi e absor¢cdo UV em 263 nm.

6.5.2.1.2.3. Hidrélise em meio acido

Na hidrélise em meio acido com HCI 0.1 mmol L™, apresentada na Figura 22,
apareceram, no mesmo tempo de retencdo do gemifloxacino, picos desconhecidos

com respostas instrumentais de baixa deteccéo.
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Figura 22. Eletroferograma da solucdo de gemifloxacino 50,0 pg mL™ apés 2h de
hidrélise em meio &cido. Condicdes: capilar de silica fundida com 40,2 cm (30 cm
efetivo) x 75 pm (d.i.) x 375 um (d.e.); eletrdlito: tampdao tetraborato de sodio 50
mmol L* (pH 8,6); voltagem de +18 kV; temperatura de 18°C; introducéo
hidrodindmica da amostra por 5 s a 0,5 psi e absor¢cdo UV em 263 nm.

6.5.2.1.2.4. Hidrélise em meio basico

A Figura 23 apresenta o eletroferograma com picos desconhecidos com baixa

deteccdo em relacdo ao gemifloxacino.

3.5 mAU

05 10 15 20 25 3.0 35 40 45 5.0 55 6.0
Minutes

Figura 23. Eletroferograma da solugdo de gemifloxacino 50,0 pg mL™ apés 2h de
hidrolise em meio basico. Condi¢bes: capilar de silica fundida com 40,2 cm (30 cm
efetivo) x 75 um (d.i.) x 375 um (d.e.); eletrdlito: tampéao tetraborato de sodio 50
mmol L* (pH 8,6); voltagem de +18 kV; temperatura de 18°C; introducéo
hidrodindmica da amostra por 5 s a 0,5 psi e absor¢cdo UV em 263 nm.

6.5.2.1.3. Linearidade

Para definir a relacdo entre a resposta do instrumento e a concentragcéo
conhecida do analito foi gerada uma curva analitica com sete solu¢gbes padrdo no

intervalo de concentracdo entre 350 e 650 pg mL*, adicionadas de PI. A
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sobreposicao dos picos esta apresentada na Figura 24. A representacdo grafica da
curva analitica e equacdo da reta estdo ilustradas na Figura 25 e os dados
estatisticos estao indicados na Tabela 15. Foi assim comprovada a boa linearidade
do método (r de 0.9992).

40 mAU

14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 256 26 27 28 29 30 31

Figura 24. Sobreposicao dos eletroferogramas da curva analitica nas concentracdes
de 35,0 a 65,0 ug mL™, com adicdo de PI. Condicdes: capilar de silica fundida com
40,2 cm (30 cm efetivo) x 75 pum (d.i.) x 375 um (d.e.); eletrdlito: tampéao tetraborato
de sédio 50 mmol L™ (pH 8,6); voltagem de +18 kV; temperatura de 18°C; introduc&o
hidrodindmica da amostra por 5 s a 0,5 psi e absor¢cdo UV em 263 nm.
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Figura 25. Curva de calibracdo do gemifloxacino na faixa de concentra¢cfes de 35,0
a 65,0 ug mL™. Padr&o interno. metoprolol (500,0 pg mL™).
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Tabela 15. Resultados experimentais obtidos na determinacdo da curva analitica do
gemifloxacino. Método: CZE

Concentragéo de leitura Resposta*

(ng ML) (ATA)™

35,0 1,7163

40,0 1,9871

45,0 2,2397

50,0 2,5015

55,0 2,8063

60,0 3,0871

65,0 3,3208

Inclinagéo (b) 0,0541
Desvio padrao da inclinagéo (Sp) 6,68e-4
Intercepto (a) -0,1845
Desvio padrédo do intercepto (S,) 0,03406
Erro padrdo da estimativa (Se) 0,01767
Coeficiente de correlagéo (r) 0,9992

* Média de trés leituras.
** Razdo das areas dos picos (gemifloxacino / metoprolol)

6.5.2.1.4. Limite de deteccdao e limite de quantificacéo

A avaliacdo do LQ e do LD é de extrema importancia para o controle de
qualidade, visando o uso futuro do método. Foi determinado o menor valor que o
analito pode ser detectado e o menor valor quantificavel com precisdo e exatidao.
Como esperado, os valores encontrados para o método eletroforético, apresentados

na Tabela 16, foram maiores do que os encontrados para o método cromatografico.

Tabela 16. Resultados obtidos na determinacdo dos limites de deteccdo e
quantificacdo do gemifloxacino. Método: CZE
Parametro Gemifloxacino (ug mL™)

Limite de deteccéo 3,15

Limite de quantificacdo 9,55
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6.5.2.1.5. Precisao

O método desenvolvido por EC apresentou-se preciso (Tabela 17). Esses
valores foram calculados com base na razéo das areas dos picos de gemifloxacino e
do PI. Na precisdo intermediaria ndo foi verificada nenhuma mudanca significativa
no sinal, indicando estabilidade instrumental e boa estabilidade das solugdes
(Tabela 18).

Tabela 17. Resultados obtidos na determinagédo da repetibilidade da precisao.
Método: CZE

Concentracéo padrédo Resposta
(ng ML) (A/A)*
50,0 1,24036
50,0 1,20612
50,0 1,22461
50,0 1,20691
50,0 1,20688
50,0 1,21600
50,0 1,20268
50,0 1,20697
50,0 1,19753
50,0 1,22462
Média 1,21327
Desvio padréo 0,01304
Desvio padréo relativo 1,07478

* Razao das areas dos picos (gemifloxacino / metoprolol)

Tabela 18. Resultados obtidos na determinacdo na precisdo intermediaria em trés
dias consecutivos. Método: CZE

Parametros
INTER-DIA o 40,0 pg/mL 50,0 pg/mL 60,0 pg/mL
estatisticos*
Média** 1,00 1,21 1,49
Dia 01
DPR (%) 2,12 3,51 1,74
Média** 1,64 2,49 2,99
Dia 02
DPR (%) 2,20 2,80 2,31
_ Média** 1,97 2,15 2,82
Dia 03
DPR (%) 4,34 4.34 3,98

* Média de dez determinactes
** Razdo das areas dos picos (gemifloxacino / metoprolol)
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6.5.2.1.6. Exatidéo

A Tabela 19 apresenta os resultados obtidos na analise da exatiddo através
do teste de recuperacdo. Para as trés diferentes concentracbes de padrao
adicionadas a amostra, foi obtida a recuperacdo com resultados aceitaveis por
estarem proximos ao valor real. O método pode ser considerado como exato. Foi
observado que os DPR encontrados n&o ultrapassam 2.00%, indicando baixa

variabilidade instrumental.

Tabela 19. Resultados obtidos no teste de recuperacdo do gemifloxacino. Método:
CZE

Resposta Padréo adicionado Resposta* Recuperagéo relc\:/luésle?:ga;o
Padrao (ng mL™) (AJA)* (%) + DPR
5,0 2,83113 99,6
2,39525 10,0 3,12852 101,8 101,1+1,3
15,0 3,36974 101,9

* Média de quatro leituras,
** Razao das areas dos picos (gemifloxacino / metoprolol)

6.6. Comparacdao estatistica dos métodos

A Tabela 20 apresenta a comparacao estatistica dos resultados obtidos pelos
dois métodos validados. Foi observada pequena variacao na linearidade de ambas
as metodologias. O método desenvolvido por CLAE se mostrou mais sensivel do

gue o método por CZE.

Tabela 20. Comparacéo das metodologias desenvolvidas

Parametros estatisticos CLAE CZE
Faixa de concentracéo (ug mL'l) 35,0 -65,0 35,0 -65,0
Equacdo da reta y = 124472x - 402720 y = 0,0541x - 0,1845
Coeficiente de correlacgéo (r) 0,9989 0,9992
LQ (ug mL™Y) 0,33 3,15

LD (ug mL™) 0,99 9,55
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Para a comparacdo estatistica, compilou-se os dados apresentados na
Tabelas 12, 13 (CLAE), 17 e 18 (CZE) através de um software estatistico. Os valores
encontrados nos calculos de significancia mostraram que diferencas entre ambas as
metodologias desenvolvidas e validadas, ndo s&o significativas em relacdo a
precisado (desvio padréo). Os valores encontrados foram 0.00 para o teste t e 1,00
para o teste F, ambos abaixo do valor tabelado (2.26 e 3,14, respectivamente) para

um nivel de significancia de 95%.



STOSNLIONOD



85

7 CONCLUSOES

Visando a aplicagdo em andlise de rotina de laboratérios de Controle Fisico
Quimico de Qualidade, os métodos propostos para a determinacdo quantitativa de
gemifloxacino exclusivamente em comprimidos, proporcionaram simplicidade na

preparacao e resultados confiaveis.

O método proposto em CLAE se diferencia das poucas metodologias
existentes pela simplicidade em relacdo a fase movel e tempo de retencdo. Por sua
vez a CZE se destaca pela simplicidade do eletrdlito de corrida, sem a necessidade
de solugdo tampao muito elaboradas, obtendo-se assim resultados precisos e
exatos. Além disso, ambas metodologias utilizaram de &gua purificada para o

preparo da amostra, sendo assim mais barata.

As avaliacGes dos resultados das validacdes demonstraram a eficiéncia das
metodologias desenvolvidas, por estarem dentro dos critérios de aceitacédo
determinados pela legislagéo vigente.

Os métodos se mostraram lineares e sensiveis. Nao houve interferéncia dos
excipientes nos métodos, que podem, portanto serem considerados seletivos nos
tempos de retencdo e migracdo (CLAE e CZE, respectivamente). O teste de
estresse indicou que ambos podem ser utilizados como métodos indicativos de
estabilidade, visto que sdo capazes de detectar varios produtos provenientes das

diferentes condicfes de estresse fisico e quimico.

As andlises dos comprimidos revestidos de gemifloxacino disponiveis
comercialmente mostraram que ambos 0s métodos possuem recuperacao/ exatidao
de aproximadamente 100.0%. Os métodos propostos em cada técnica analitica séo
estatisticamente equivalentes quanto a precisdo, com um nivel de confianca de
95.0%

A técnica cromatografica € considerada classica e a técnica eletroforética &
relativamente nova e ainda de baixa utilizagdo no setor farmacéutico, contudo,
ambas as técnicas desenvolvidas se mostraram eficientes para a analise de
farmacos estruturalmente complexos, como o gemifloxacino. Por diferencas

instrumentais, a CLAE mostrou ser uma técnica com maior sensibilidade do que a
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CZE. Este fato era esperado, e foi demonstrado pelos resultados obtidos para os
valores de LD e LQ. Por outro lado, o método eletroforético consome menor
guantidade de reagentes, solventes e solucdes, tornando a técnica ecologicamente

correta e economicamente viavel em longo prazo.
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