UNIVERSIDADE FEDERAL DE ALFENAS

RAYSSA ARAUJO DOS SANTOS

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS FiSICO-
QUIMICO E MICROBIOLOGICO PARA DOSEAMENTO DE
ESPIRAMICINA EM COMPRIMIDOS

Alfenas/MG
2021



RAYSSA ARAUJO DOS SANTOS

DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODOS FISICO-
QUIMICO E MICROBIOLOGICO PARA DOSEAMENTO DE
ESPIRAMICINA EM COMPRIMIDOS

Dissertacdo apresentada como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas pela Universidade
Federal de Alfenas — MG.

Area de Concentracdo: Ciéncias Farmacéuticas

Orientador: Prof. Dr. Rudy Bonfilio.

Alfenas/MG
2021



Dados Internacionais de Catalogacfio-na-Publicacio (CIF)
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal de Alfenas

Santos, Fayssa Aragjo dos.
5237d Desenvolvimento e validagio de métodos fisico-quimico e
microbiologico para doseamento de espiramicing em comprimidos. / Baysza
Araljo dos Santos. — Alfenas WG, 2021
120f: 41 —

Orientador: RBudy Bonfilio,

Dissertagfio (Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade
Federal de Alfenas. 2021,

Bibliografia.

1. Espiramicina. 2. Cromatografia Liquida de Alta Pressdo. 3.
Eztudo de Validagdo. 4. Técnicas Microbiologicas. 5. Controle de
Qualidade. I. Boafilio, Rudy. II. Titulo.
CDD-615.1

Ficha Catalografica elaborada por Fatima dos Reis Goiata
Bibliotecdria-Documentalista CRB/6-425




RAYSSA ARAUTO DOS SANTOS

"DESENVOLVIMENTO E VALIDACAD DEMETODOS FISICOQUIMICD EMICROBIOLOGICD
PARA DOSEAMENTO DE ESPIRAMICINA EM COMPRIMIDOS™

A Banca examinadora abaixo-assinada aprova a
Dissertacdo apresentada como parte dos reguisitos
para a obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas pela Universidade Federal de
Alfenas.  Area de  concentracio:  Ciéncias
Farmacéuticas

Aprovada em: 25 de marco de 21

Prof. Dr. Rudy Bondilin
Institnicin: ITniversidade Federal de Alfenas

Profa. Dra. Lucélia Magalhies da Silva
Instinticio: Instituio Federal do Parans

Profa. Dra. Mariane Gongalves 3anios
Instituicidn: Iniversidade Federal de Alfenas

'I Docurmento assinado eletronicamente por Rody Bonfilio, Professor do Magistério
E‘El: |'_-|-_'p Superior, em 25/03/2021, &s 11:52, conforme hordrio oficial de Brasilia, com
et vica fundamento no art. 6%, § 1%, do Decreto n® 8,539, de 8 de outubro de 2015,

Documento assinado eletronicamente por Lucélia Magalhfes da Silva, lsudrio
Externo, em 25/03/2021. &5 11:53, conforme horério ofidal de Brasilia, com
fundamento no are. 62, § 12, do Decreto e £.53%. de 8 de owtubro de 2015

Documento assinado eletronicamente por Mariane Goncalves Santos, Professor do
Magistério Superior. em 25/03/ 2021, 35 1204, conforme hordrio oficial de Brasilia,
oom fundamento no art. 6°, % 17, do Decreto n° £.539, de 8 de oumbro de 2015,

—
seil o
il

iltbifd




Dedico aos meus pais Jodo Carlos dos
Santos e Magali Benjamim de Aradijo,
minhas irmés Ana Laura Araujo Santos e
Larissa Aradjo dos Santos, pelo apoio e
incentivo na realizagdo deste trabalho, e
a Deus por ser meu alicerce a todo

momento.



AGRADECIMENTOS

A Universidade Federal de Alfenas pela oportunidade oferecida.

Ao Prof. Dr. Rudy Bonfilio pelos ensinamentos e conhecimentos transmitidos, pela
paciéncia, e confianga depositada na realizagéo deste trabalho.

A Prof. Titular Magali Benjamim de Aradjo pelo suporte, ensinamentos e assisténcia
nas horas dificeis e contentes.

A Prof. Titular Gislaine por oferecer o espaco laboratorial para a realizacio de parte
dos experimentos.

Ao Mestre Marcus Rubatino por me auxilir e depositar seu tempo e esfor¢o para a
relizacdo deste trabalho.

Ao programa de Pds-Graduacao em Ciéncias e a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
da Unifal-MG pelo incentivo a producéo académica.

Aos alunos Homero Junior, Marillia Toti e Thalio Barbosa, pela amizade e auxilio na
realizacdo desse mestrado e a toda equipe do Laboratorio Nucleo de Controle de Qualidade da
Unifal-MG.

Aos meus amigos Raissa Mendonca, Ana Ldcia Pinheiro, Marcela Crivellenti, Sara
Franchin, Tiago Blosfeld, Igor Carrigo, Bruno Vezzani, Antdnio Vitor que continuamente me
motivavam e tornaram a sobrecarga do trabalho mais leve. E aos outros colegas que estiverem
presente durante este periodo.

Aos orgdos de fomento: Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais
(FAPEMIG) e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)
pela bolsa concedida, as empresas Cimed e Cristalia pelo material doado.

E a todos que participaram de alguma forma desta conquista.

O presente trabalho foi realizado com o apoio da Coordenacédo de Aperfeicoamento de

Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cédigo de Financiamento 001.



“De um pequeno grdo nasce uma majestosa
arvore. A semente contém em si uma porcao
minima, um quantum de uma esséncia que é
impressa em um coOdigo genético. Nesse
codigo, estdo as informagdes sobre o seu
potencial maximo, que é também aquilo que
ela vai realizar quando for plantada na terra. E
0 seu potencial maximo sdo os frutos que ela

vai dar.”

(Sri Prem Baba, 2016)



RESUMO

Os antibioticos sdo medicamentos de grande importancia na terapéutica e merecem destaque
em estudos analiticos. Dentre os antibidticos, 0s macrolideos possuem acdo bacteriostatica e
bactericida. A espiramicina, farmaco pertencente a esta classe, é comercializada em alguns
paises, inclusive no Brasil, onde foi registrada recentemente. O medicamento referéncia é
encontrado no comércio na forma de comprimidos. A garantia da qualidade é de extrema
relevancia para a eficacia do medicamento durante o tratamento. Dessa forma, o objetivo
deste trabalho consistiu em desenvolver e validar métodos para quantificagdo de espiramicina
em comprimidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e ensaio de poténcia
microbioldgica. Para o desenvolvimento e otimizacdo do método cromatografico foram
inicialmente testadas diferentes condi¢des por meio de planejamento fatorial completo 23, em
que foram testadas diferentes proporcbes de metanol na fase movel, fluxos de fase mével e
variacbes com relacdo a temperatura. Na sequéncia, a otimizacdo dos parametros
cromatograficos foi obtida utilizando a Matriz de Doehlert e metodologia de superficie de
resposta, 0 que permitiu obter uma separacdo rapida e eficiente para espiramicina | com
tempo de retencdo relativamente curto. Além disso, solventes menos agressivos ao meio
ambiente foram utilizados, favorecendo aplicacdo do método na rotina do controle de
qualidade. O método foi validado utilizando &cido fosférico 0,1% pH 2,1 e metanol (67:33,
v/v) como fase mdvel, fluxo de 1,0 mL/min, coluna NST C-8 (250 mm X 4,6 mm X 5 pum)
como fase estacionaria, deteccdo em 232 nm e volume de injecdo de 20 pL. O método
analitico mostrou-se seletivo ndo havendo interferéncia dos excipientes na quantificacdo do
farmaco, linear (r=0,9995), preciso (DPR <2,5%), exato (98,5-101,0%), robusto, com limite
de deteccdo de 1,61 pg/mL e limite de quantificacdo de 4,88 pg/mL. O ensaio microbiologico
por difusdo em agar foi desenvolvido e validado segundo as diretrizes da International
Council of Harmonization, United States Pharmacopeia 40% edi¢cdo e alguns trabalhos
descritos da literatura. O método demonstrou ser seletivo frente ao excipientes (p>0,05),
linear (r=0,9997), preciso (DPR<2,5%) e exato. Ademais, foi possivel mensurar a poténcia do

antibidtico a partir da metodologia desenvolvida.

Palavras-chave: Espiramicina. Validag&o analitica. Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Poténcia microbioldgica. Controle de qualidade.



ABSTRACT

Antibiotics are drugs of great importance in therapy and deserve to be highlighted in
analytical studies. Among them, the macrolides have bacteriostatic and bactericidal action.
Spiramycin is a drug belonging to this class and is commercialized in some countries,
including Brazil, where it was recently registered. The reference medicine is found
commercially in the form of tablets. Quality assurance is extremely relevant to the
effectiveness of the medication during treatment. Thus, the objective of this work was to
develop and validate methods for quantification of spiramycin in tablets by high performance
liquid chromatography and microbiological potency assay. For development and optimization
of the chromatographic method, different conditions were initially tested using the 22 full
factorial design, in which different proportions of methanol in mobile phase, mobile phase
flow rates and oven temperatures were tested. Then, optimization of the chromatographic
parameters was made using the Doehlert Matrix and response surface methodology, in order
to obtain fast and efficient separation for spiramycin | in relatively short retention time. In
addition, more ecofriendly solvents were used, which favors the use of the method in the
quality control routine. The method was validated using phosphoric acid 0.1% v/v in HPLC
water and methanol (67:33, v/v) as a mobile phase, flow rate at 1.0 mL.min, NST C-8
analytical column (250 mm x 4.6 mm, 5 um) as a stationary phase, detection at 232 nm and
injection volume of 20 pL. The analytical method was selective, with no excipients
interfering in the quantification, linear (r = 0.9997), precise (RSD < 2,5%), accurate (98,5-
101,0%) and robust. The limits of detection and quantification were 1,61 pug.mL™ and 4,88
ug.mL?, respectively. The microbiological assay by agar diffusion was developed and
validated according to the guidelines of the International Council of Harmonization, United
States Pharmacopoeia 40" edition and some studies from literature. The method proved to be
selective against the excipients (p > 0,05), linear (r = 0,9997), precise (RSD < 2,0%) and
accurate.. Futhermore, it was possible to measure the potency of the antibiotic using the

method developed.

Keywords: Spiramycin. Analytical validation. High performance liquid chromatography.
Microbiological potency. Quality control.
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1 INTRODUCAO

O processo de industrializacdo dos produtos farmacéuticos vem sendo
acompanhado pela evolugédo tecnoldgica do século atual, envolvendo todas as etapas de
producdo, desde a sintese da molécula até a obtencdo do produto acabado (PINTO;
KANEKO; OHARA, 2010).

O uso clinico de antibidticos € um tema de grande relevancia devido ao
surgimento de microrganismos com cepas cada vez mais resistentes, mostrando a
necessidade de desenvolvimento de novos farmacos e/ou formas farmacéuticas para o
combate das infecgbes. Por outro lado, englobam os medicamentos mais comumente
prescritos e, também, os mais frequentemente falsificados e adulterados (CHAMBERS;
MAC-DOUGALL, 2011; DAFALE, 2012).

Destaca-se também o uso incorreto de antibi6ticos por parte dos produtores
agropecuarios, em contrariedade a aplicacdo das boas praticas de uso de medicamentos
veterinarios, o que leva a presenca de residuos destes farmacos em produtos alimenticios
como leite, ovos e alimentos para animais, 0 que representa risco a saude dos consumidores
e provoca a selecdo de formas resistentes, além de efeitos toxicos (DUBOIS et al., 2001;
CIVITAREALE et al., 2004; GARCIA-MAYOR et al., 2006; GOMIS et al., 2006;
VINCENT et al.,, 2007; WORLD ORGANIZATION FOR ANIMAL HEALTH, 2007,
WANG; LEUNG, 2009; BRASIL, 2010).

Dentre os antimicrobianos utilizados na terapéutica humana e na pecuaria, tém-se
os antibioticos macrolideos, cujo precursor € a eritromicina. Sdo farmacos que contém um
anel lactona macrociclico central constituido de 14 a 16 atomos, ao qual ligam-se um ou mais
acucares (ALVAREZ-ELCORO; YAO, 2002; BARROS et al., 2008; CHAMBERS; MAC-
DOUGALL, 2011).

Os antibidticos macrolideos possuem acdo bacteriostatica e bactericida, sendo
considerados medicamentos com boa eficécia clinica, devido a maior estabilidade acida e
melhor tolerancia digestiva, além da absorcdo mais rapida, maior meia-vida de eliminacéo e
grau de penetracdo celular (CHAMBERS; MAC-DOUGALL, 2011; MAHMOUDI et al.,
2016).

A espiramicina, antibiotico macrolideo, € obtida por meio da fermentacdo de
cultura de cepas de Streptomyces ambofaciens. Possui estrutura quimica composta pelo

anel de lactona macrociclica de 16 membros e dos agucares forasamina na posi¢do C-9 e
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um dissacarideo composto de aglcares de micaminose e micarose na posi¢ao C-5 (LIN et
al., 2018).

A espiramicina atua inibindo a sintese proteica bacteriana pela ligacdo reversivel a
porcdo 50S do ribossomo do patdgeno. Possui também propriedades anti-inflamatdrias
por inibicdo da sintese de toxinas microbianas e outros fatores de viruléncia que induzem
respostas pro-inflamatérias (CHAMBERS; MAC-DOUGALL, 2011; STEEL et al., 2012).

O medicamento contendo espiramicina, encontrava-se patenteado até o ano de
2015 sob o numero US 5403594 (CALVO et al., 1995), sendo comercializado em varios
paises como Canad4, Europa e México (DRUGBANK, 2007). Nos Estados Unidos, a
espiramicina é considerada um farmaco experimental, contudo em casos especiais, como
toxoplasmose em gravidas, é possivel obter permissdo do FDA para seu uso (MAYO
CLINIC, 2020). No Brasil, o medicamento de referéncia é a Rovamicina® disponibilizado
na forma farmacéutica comprimidos revestidos de 1,5 MUI (AGENCIA NACIONAL DE
VIGILANCIA SANITATIA, 2021).

Atualmente, o grande numero de incidentes que envolvem produtos alimenticios e
medicamentosos nas inddstrias traz uma preocupacdo com a qualidade desses produtos
durante sua producédo. Estes devem ser fabricados visando um produto final com qualidade,
que obtenha os efeitos esperados e seja seguro quanto ao seu uso (ICHIMURA, 2013).

A qualidade do medicamento, segundo David A. Garvin (SUAREZ, 2015), esta
associada aos parametros de desempenho, confiabilidade, conformidade, durabilidade,
atendimento, aparéncia/estética e qualidade percebida e inclui todas as caracteristicas,
desde a fase de pesquisa da molécula ativa, passando pelos estudos pré-clinicos, pesquisa
clinica, producdo da matéria-prima em escala industrial e sua distribuicdo, processos
envolvidos na fabricacdo e no controle da qualidade do medicamento, utilizacdo pelo
paciente e acompanhamento pos-registro (GIL, 2010).

Sendo assim, os objetivos deste trabalho foram desenvolver e validar um método
analitico simples, rapido e “eco-friendly” por cromatografia liquida de alta eficiéncia
para separacdo e quantificacdo deste farmaco em comprimidos. Constitui também por
interesse o desenvolvimento e validacdo de um ensaio para avaliagdo da poténcia

microbiologica para espiramicina na forma farmacéutica comprimidos.



19

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANTIBIOTICOS

Os antibidticos pertencem a classe de substadncias quimicas sintéticas ou
provenientes de organismos vivos como bactérias ou fungos. Estes farmacos possuem a
capacidade de inibir processos vitais de outros organismos, mesmo em pequenas
concentracbes (KOROLKOVAS; BURCKHALTER, 1988). Devido a isso, constituem a
classe de farmacos que sdo considerados agressivos e probleméticos para o meio
ambiente, decorrente da sua baixa biodegradabilidade e efeito toxico sobre as bactérias,
além da potencialidade de promover o desenvolvimento de espécies mais resistentes
(CHANG et al., 2010; MINETTO, 2013).

A resisténcia é uma propriedade da bactéria de inativar ou excluir antibidticos,
sendo um mecanismo que bloqueia a agédo e interrompem os efeitos do farmaco. Isto pode
ser uma caracteristica do organismo, adquirida por meios de mutacdo no seu DNA ou
aquisicdo de DNA resistente a partir de outra fonte. A mutacdo ocorre de forma
espontanea no DNA bacteriano que modifica e elimina o alvo de acdo do antibidtico,
causando alteracGes na superficie da bactéria, assim promovendo a producdo de uma
enzima que inativa o antibiético (BERGER-BACHI; MCCALLUM, 2006).

Por consequéncia do uso de antibioticos deliberado e equivocado pela sociedade,
essa resisténcia tem aumentado exponencialmente para a maioria dos patdgenos
humanos, levando ao reconhecimento do assunto como uma questdo de saude publica
(JANSEN et al., 2006).

Os antibioticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos, compreendem
a maioria dos antibidticos em uso clinico e podem ser classificados em B-lactamicos
(penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas, etc), tetraciclinas (doxiciclina, minociclina,
tigeciclina, etc), aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina, estreptomicina, etc),
macrolideos (eritromicina, azitromicina, espiramicina, etc), peptideos ciclicos
(daptomicina, ciclozantoxilano A, desotamide B, etc), estreptograminas (pritinamicina,
quinupristina, dalfopristina, etc), entre outros. Os antibioticos de origem sintética sdo
classificados em sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas (GUIMARAES;
MOMESSO; PUPO, 2009).
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2.2 MACROLIDEOS

O termo macrolideo tem como origem de duas palavras: ‘macro’ que significa
grande e ‘olideo’ que significa lactona. Depois da familia das P-lactamas, estes
compostos séo a segunda classe antibacteriana mais importante empregada no tratamento
humano, além de serem utilizados como uma alternativa em pacientes que sao alérgicos
as penicilinas. (HU; HU, 2005).

Estes farmacos possuem amplo espectro de acéo e, devido a isso, tém sido muito
utilizados na medicina humana e veterinéria, tanto na prevencdo de algumas doencgas
como no tratamento clinico (HU; HU, 2005; WANG, 2009). Geralmente sdo utilizados
para tratar infeccdes da pele e do trato respiratorio causado por bactérias Gram-positivas.
Também possuem efeito contra algumas bactérias Gram-negativas e anaerdbicas
(CHAMBERS; MAC-DOUGALL, 2011; KWIATKOWSKA; MASLINSKA, 2012; STEEL
et al.,, 2012). Além disso, possuem eficAcia no combate as infecgbes por parasitos
intracelulares, como Toxoplasma. gondii e Leishmania spp (SINAGRA et al., 2007;
COSTA et al., 2009; PETROPOULOS et al., 2009; SRIVASTAVA et al., 2011; AVCI et
al., 2015; CALCAGNILE et al., 2018).

Os macrolideos sdo produzidos por varios microrganismos do género
Streptomyces e podem ser modificados por derivagdo quimica. Apresentam em comum
um anel de lactona macrociclico contendo 14, 15 ou 16 atomos com acUcares
(desosamina, cladinose, micaminose, micarose, micsamina e forosamina) conectados por
meio de ligacbes glicosidicas, podendo apresentar carater neutro e/ou basico (KANFER;
SKINNER; WALKER, 1998).

O mecanismo de acdo desses farmacos consiste na inibicao da sintese proteica pela
ligacdo reversivel a porcdo 50S do ribossomo bacteriano, impedindo a translocacdo de
peptideos  patégeno. A  cadeia  polipeptidica em  formacdo, que se
encontratemporariamente no local A da reacdo da transferase, ndo consegue deslocar-se
ao local P, ou doador (CHAMBERS; MAC-DOUGALL, 2011). Sao considerados seletivos
para 0 microrganismo sensivel, porque ndo se ligam a subunidade do ribossomo 80S dos
mamiferos (POULSEN; KOFOED; VESTER, 2000; GOLAN et al., 2009). Diferente de
outros antibidticos, possuem propriedades anti-inflamatérias inibindo a sintese de toxinas
microbianas e fatores de viruléncia que induzem respostas pro-inflamatéria (TAVARES,
1996; ALVAREZ-ELCORO; YAO, 2002; STEEL et al., 2012, TOKU-E, 2019).
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2.3 ESPIRAMICINA

A espiramicina (FIGURA 1), antibidtico pertencente a classe farmacoldgica dos
macrolideos, é obtida por meio da fermentacdo de cultura de cepas de Streptomyces
ambofaciens. Como sendo um produto de fermentacdo, as impurezas da espiramicina
variam de acordo com sua estrutura quimica e sdo pouco controladas em relacdo aos
antibioticos sintetizados, sendo importante controlar a sua qualidade. A estrutura quimica
principal inclui dois acUcares, a forasamina na posicdo C-9 e micaminose e micarose na
posicdo C-5 do anel de lactona macrociclico (LIN et al., 2018). Seus trés componentes
principais estruturalmente relacionados sdo: espiramicina | (mais de 80%); espiramicina
Il (menos de 5%) e espiramicina Il (menos de 10%) (MOURIER; BRUN, 1997; HORIE
et al., 1998; SAGAN et al., 2005; EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2008). Além disso,
outros componentes podem estar presentes em menores quantidades: espiramicina 1V,
neoespiramicinas I, Il e Ill, deoxi-dehidro espiramicina, metilenoespiramicina e outras
substancias relacionadas desconhecidas (LIU; ROETS; HOOGMARTENS, 1997;
CHEPKWONY et al., 2001). A espiramicina | € a mais polar e a espiramicina Il a menos
polar. Sendo assim, a ordem de eluicdo crescente em sistemas de cromatografia em fase
reversa normalmente €: espiramicina I, espiramicina Il e espiramicina Ill.

A espiramicina é comercializada no Brasil na dosagem de 1,5 MUI (equivalente a 450
mg, de acordo com Mahmoudi et al. (2016) na forma farmacéutica comprimidos (ANVISA,
2021).

A espiramicina se apresenta como pd branco ou levemente amarelado, levemente
higroscopico e estrutura amorfa. E ligeiramente solGvel em agua, livremente soltvel em
acetona, alcool e metanol, apresenta massa molecular 843,05 g/mol, férmula molecular
Ca3H74N2014, possui logP igual a 2,99, pKas de 12,53 (&cido) e 9,28 (alcalino), pH da solucao
entre 8,5 a 10,5 e rotacdo especifica entre -80° a -85°. Apresenta poténcia minima de 4100
IU/mg em relagdo a substancia seca e possui pressdo de vapor a 25°C de 9,9x10°! mmHg
(DRUGBANK, 2007; EP, 2008; NATIONAL CENTER FOR BIOTECHNOLOGY
INFORMATION, 2019; TOKU-E, 2019).
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Figura 1 - Estrutura quimica dos principais componentes da espiramicina e suas substancias relacionadas.

Micaminose
HiC H“‘N/CHS

Micarose CH;

\\\O
2 Y OH

0

™ oH
THy
M
H3C/ \CH3
Forosamina
Composto R1 R2 Formula molecular Micarose
Espiramicina | H CH,-CHO C43H74N2014 +
Espiramicina 1 CO-CHj3 CH,-CHO C4sH76N2015 +
Espiramicina 111 CO-CH,-CHs CH,-CHO C4sH78N2015 +
Espiramicina IV H CH»-CH,-CHO CaaH76N2014 +
Neoespiramicina | H CH,-CHO CssHe2N2011 -
Neoespiramicina Il CO-CHjs CH,-CHO CagHs2aN2012

Neoespiramicina Il CO-CH,-CHjs CH,-CHO CagHesN2012 -
Deoxi-dehidro espiramicina H CH»-CH3s Ca3H76N2013 +
Metilenoespiramicina H C(CH2)-CHO Cu4H7aN2014 +

Fonte: adaptado de Liu, Roets, Hoogmartens, 1997; Chepkwony et al., 2001; European, 2008; Lin et al., 2018;
Pubchem, 2020.

O processo de absorcdo da espiramicina € rapido, porém incompleto, com
biodisponibilidade em torno de 40% (FRYDMAN, 1988). Apesar da baixa
biodisponibilidade € possivel encontrar “resquicios” de espiramicina em tecidos como
pulmdes, amigdalas, brénquios, entre outros (ALLEN et al., 1988; GENNARO, 1990) e
estas concentracGes teciduais persistem por longo tempo apds as concentracdes
plasmaticas terem caido para niveis baixos (REYNOLDS, 1993). A meia vida plasmatica
do farmaco é de 8 horas (FRYDMAN et al., 1988; ANVISA, 2021).

O metabolismo da espiramicina ainda é pouco estudado, entretanto, sabe-se que é
metabolizada principalmente no figado em neoespiramicina, que é identificado como o

principal metabdlito e possui uma atividade antimicrobiana estimada de 88% em relagéo
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a espiramicina (FRYDMAN et al., 1988; DRUGBANK, 2007; WANG; LEUNG, 2009;
ANVISA, 2021;).

Sua eliminacéo ¢ lenta. Na urina as concentracdes encontradas ndo chegam a 10%
da dose ingerida. A eliminacdo biliar € muito importante com taxas de 15 a 40 vezes
acima das concentra¢des plasmaticas, sendo encontrada em quantidades aprecidveis nas

fezes. Também é excretada no leite materno (ANVISA, 2021).

2.3.1 Métodos de analise de espiramicina

A literatura registra varios métodos para analise de espiramicina em matérias-primas,
medicamentos e matrizes bioldgicas, os quais estdo descritos em ordem cronoldgica a seguir.

Um artigo de 1964 descreve a analise de sessenta e dois antibidticos em matérias-
primas por cromatografia em papel utilizando diferentes fases moveis (BETINA, 1964). Em
uma primeira etapa, todos os antibioticos foram analisados utilizando os mesmos sistemas de
solventes como fases moveis. Os antibioticos foram entdo divididos em cinco diferentes
classificacbes, sendo que cada classe foi posteriormente analisada por outras fases moveis
especificas. A espiramicina foi dissolvida em metanol e detectada bioautograficamente
utilizando Bacillus subtillis. Os autores afirmam que é possivel utilizar este método para
identificacdo, comparando o cromatograma do antibiético analisado com cromatogramas de
outras substancias pertencentes a mesma classe. Entretanto, os autores afirmam que a
identificacdo de um antibidtico desconhecido deve ser confirmada por outras técnicas, como
espectroscopia no infravermelho, espectroscopia no ultravioleta e outras propriedades fisicas e
quimicas.

Omura e colaboradores (1973) descreveram um método por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE) para separacdo e deteccdo de antibiéticos macrolideos em matérias-
primas, incluindo espiramicinas | e Ill. Embora o trabalho seja focado na separacdo de
componentes da leucomicina, os autores afirmam que o método pode ser Gtil para separacao
de outros macrolideos, como a espiramicina. O cromatograma apresentado demonstra um
tempo de corrida de aproximadamente 30 minutos.

Mourot et al. (1978) foram os primeiros a descrever um método para quantificacdo de
espiramicinas I, Il e 111 em matérias-primas por CLAE. As espiramicinas foram separadas por
eluicdo isocrética. Para-nitrofenol foi utilizado como padréo interno. Os autores demonstram
que foi obtida separacéo das trés espiramicinas e do padréo interno em aproximadamente 10

minutos.
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Bens, Van Den Bossche e Moerloose (1979) descreveram dois sistemas por CLAE
para quantificar as espiramicinas I, Il e Il em matérias-primas, comprimidos e supositdrios.
Em ambos os casos, o tempo de corrida foi de aproximadamente 13 minutos, permitindo
assim a separacao e quantificacao das espiramicinas.

Bens, Crombez e Moerloose (1982) descreveram métodos por CLAE para separacéo
de turimicinas e espiramicinas I, Il e Il em matérias-primas. Todas as condi¢fes utilizadas no
trabalho permitiram a separacgéo das trés espiramicinas em torno de 10 minutos.

Dow e colaboradores (1985) descreveram um método por CLAE para determinacéo de
espiramicina | em plasma utilizando espiramicina Il como padréo interno. O método consistiu
de injecdo direta de plasma utilizando column-switching para extragéo seletiva dos analitos na
primeira coluna (coluna extratora) e separacdo na segunda coluna (coluna analitica). Os
autores apresentaram cromatogramas com tempo de corrida de até 40 minutos. Foram obtidas
recuperacOes de espiramicina | entre 71,0 a 96,0% e o limite de deteccdo do método foi de 50
ng/mL.

Horie et al. (1988) descreveram um método para quantificacdo dos componentes da
espiramicina (espiramicinas I, 11 e Il e neoespiramicinas I, 11 e IlI) em formulacGes
farmacéuticas por CLAE. Os autores apresentaram cromatogramas com tempos de corrida de
até 20 minutos. Segundo os autores, o conteudo de espiramicina | nas preparaces
farmacéuticas foi de cerca de 70% e o método é Util para analises quantitativas. Entretanto, de
acordo com Chepkwony e colaboradores (2001) e Liu, Roets e Hoogmartens (1997), o
método descrito por Horie e colaboradores (1988) resulta em separacdo incompleta de
espiramicina I.

Carlhant e colaboradores (1989) descreveram um método para determinacdo de
espiramicina em plasma sanguineo e humor vitreo por CLAE com extracdo em fase solida
utilizando cartuchos C-18. A espiramicina Il foi utilizada como padrdo interno para a
determinacdo da espiramicina I. O método apresentou limite de detec¢cdo de 50 ng/mL; desvio
padrdo relativo de 6,1% e 5,2% para as concentragdes de 0,2 e 10 pg/mL, respectivamente; e
recuperacgdes entre 48,0 a 97,0% para a espiramicina I. Os autores comentam que métodos por
CLAE possibilitam a separagdo das diferentes formas da espiramicina e de seus metabolitos,
alem de permitirem anélise simultdnea de outros antibidticos utilizados em terapias
combinadas com a espiramicina, representando assim uma importante vantagem sobre
métodos microbioldgicos. Os cromatogramas apresentados demonstram andlises em até 30

minutos.
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Renard e colaboradores (1994) descreveram um método por CLAE para
determinacéo de espiramicina e neoespiramicina em plasma e leite bovinos. Os analitos foram
extraidos das amostras de plasma e leite bovinos, a partir de um procedimento de extracdo
liquido-liquido utilizando cloroférmio, seguido de extracdo em fase s6lida com cartuchos
Varian® AASP (advanced automated sample processor) do tipo diol. Segundo os autores, 0s
limites de quantificagdo da espiramicina no plasma e no leite bovinos foram 0,023 e 0,013
pMg/mL, respectivamente, e o0s da neoespiramicina foram 0,058 e 0,006 pg/mL,
respectivamente. O método foi aplicado para estudos farmacocinéticos em ambas as matrizes
e foi capaz de separar os analitos em cerca de 10 minutos.

Sanders e Delépine (1994) descreveram um método por CLAE e detecg¢do por
espectrometria de massas (CLAE-EM) para analise confirmatdria de espiramicina em
musculo bovino. As amostras (2 g de musculo) foram preparadas por extracao liquido-liquido,
seguida de extracdo em fase solida utilizando cartuchos do tipo diol. O tempo de corrida foi
de aproximadamente 50 minutos e o limite de detecgéo foi de 20 pg/Kag.

Veiga e de Eulate (1994) estudaram o processo de dissolucdo de espiramicina em
diferentes meios de dissolucdo sob diferentes velocidades de agitacdo. A espiramicina
dissolvida foi quantificada por espectrofotometria no comprimento de onda de 234 nm. Os
perfis de dissolucdo apresentados pelos autores demonstram que a quantidade de espiramicina
dissolvida nos meios variou entre 50 a 500 mg/L, aproximadamente.

Liu, Roets e Hoogmartens (1997) descreveram um método por CLAE para anélise
de espiramicinas I, Il e 11l em matérias-primas na presenca de impurezas. O tempo de corrida
foi de aproximadamente 60 minutos. De acordo com Chepkwony et al. (2001), este método
descrito por Liu, Roets e Hoogmartens apresentou baixa sensibilidade, embora demonstrasse
seletividade satisfatoria.

Gonzélez-Hernandez et al. (1999) desenvolveram e validaram um método analitico
para a determinacdo da espiramicina | na presenca de suas substancias relacionadas por
eletroforese capilar. De acordo com os autores, foi obtida boa seletividade entre a
espiramicina | e suas substancias relacionadas. Além disso, 0 método foi descrito como linear
(r =0,9992) e preciso (desvio padréo relativo = 1,3%). Os limites de deteccdo e quantificacdo
foram 7 pg (0,025%) e 22 pg (0,08%), respectivamente, em relacdo a uma solucdo a 2 mg/mL.
Entretanto, de acordo com Chepkwony e colaboradores (2001), este método por eletroforese
capilar é adequado apenas para separacdo dos principais componentes da espiramicina e

quatro das substancias relacionadas.
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Chepkwony e colaboradores (2001) descreveram um método por CLAE para anélise
de uma mistura de espiramicinas I, 11, 11l e IV e neoespiramicinas I, Il e Ill. A mistura de
analitos foi preparada no laboratorio. O tempo de corrida foi cerca de 70 minutos.

Civitareale et al. (2004) desenvolveram e validaram um método por CLAE para
identificacdo e quantificagdo de espiramicina | e tilosina A em alimentos para animais. Os
analitos foram extraidos utilizando metanol, e entdo purificados e concentrados utilizando
cartuchos de extracdo em fase sélida do tipo cianopropil com posterior eluicdo através de
coluna contendo alumina.  Os cromatogramas demonstram tempo de analise de
aproximadamente 20 minutos. O limite de deteccdo para espiramicina foi de 176 ng/g, a
recuperacdo média variou entre 74 a 99% e os desvios padrdes relativos ndo excederam 15%.

Sagan e colaboradores (2005) descreveram um método analitico por CLAE-EM para
determinacdo simultanea das concentracdes de metronidazol e espiramicina |1 em plasma
humano, saliva e fluido crevicular gengival. Ornidazol foi utilizado como padréo interno e o
pré-tratamento da amostra foi realizado por extracdo liquido-liquido. Os cromatogramas
demonstram que os analitos foram separados em cerca de 8,0 minutos. Segundo os autores, 0
método demonstrou precisdo, exatidao e sensibilidade adequados.

Garcia-Mayor e colaboradores (2006) desenvolveram um método por CLAE para
quantificacdo simultanea de sete macrolideos (eritromicina, oleandomicina, roxitromicina,
josamicina, espiramicina, tilosina e ivermectina) em leite de ovelha. A extracdo dos residuos
de antibidticos em leite envolveu uma combinacdo de hidroxido de sodio concentrado e
acetato de etila. A recuperacdo dos antibioticos foi entre 55% e 77%, com desvios padrdo
relativos variando de 1% a 6,5%. O limite de quantificacdo foi de 24,1 pg/kg para
espiramicina. Os cromatogramas demonstram um tempo de andlise de aproximadamente 30
minutos. Segundo os autores, o procedimento foi utilizado com sucesso para determinagéao
dos macrolideos em niveis abaixo das concentraces maximas permitidas legalmente para
amostras de leite.

Pendela et al. (2007) descreveram um método por CLAE-EM para caracterizacao de
espiramicina e substancias relacionadas em matérias-primas comerciais. Os cromatogramas
demonstram um tempo de analise de aproximadamente 160 minutos. No total, os autores
identificaram 17 substancias, dentre as quais trés sdo relatadas como impurezas na
Farmacopeia Europeia.

O método descrito na European Pharmacopoeia (2008) para doseamento de
espiramicina € o método microbioldgico geral preconizado para doseamento de antibioticos.

Para determinacdo de substancias relacionadas, € descrito um método por CLAE. Segundo a


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Civitareale%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15496324
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farmacopeia, a quantidade minima de espiramicina | em matérias-primas é 80,0%; a
quantidade méxima de espiramicina Il é de 5,0% e a quantidade maxima de espiramicina 11 é
de 10,0%.

Vincent e colaboradores (2007) descreveram um método por cromatografia em
camada delgada com deteccdo bioautogréfica para identificacdo de espiramicina, tilosina e
virginiamicina em alimentos. Os analitos foram extraidos utilizando uma mistura de metanol
e agua com posterior particdo liquido-liquido utilizando cloroférmio. A separacdo
cromatografica foi realizada utilizando silica gel como fase estacionéria e a deteccdo
bioautografica foi realizada através de pulverizacdo das placas secas com suspensdo de
Micrococcus luteus. Um estudo de validacdo interlaboratorial foi realizado com participagéo
de sete laboratorios e o limite de deteccdo para espiramicina foi de 2 mg/kg.

Maher e Youssef (2009) descreveram dois métodos cromatograficos para
determinacdo simultanea de metronidazol e espiramicina em comprimidos comerciais. O
primeiro método foi baseado na separacdo por cromatografia em camada delgada de alta
eficiéncia seguida de medida de densitometria das manchas em 240 nm. O segundo método
foi baseado na utilizacdo da CLAE. O cromatograma apresentado pelos autores mostra que o
método por CLAE separa metronidazol, espiramicina I, 1l e Il em cerca de 10 minutos.
Ambos os métodos foram validados de acordo com as especificacbes do Conselho
Internacional para Harmonizacdo de Requisitos Técnicos para Medicamentos de Uso Humano
(ICH). De acordo com os autores, os métodos propostos sdo simples, precisos e reprodutiveis.

Wang e Leung (2009) descreveram um método para quantificacdo e confirmacéo de
espiramicina e neoespiramicina em leite cru por CLAE-EM. Os residuos de espiramicina e
neoespiramicina em leite cru foram extraidos utilizando acetonitrila e posteriormente
purificados e concentrados com cartuchos de extracdo em fase sélida. Os cromatogramas
demonstram que a separacdo cromatogréafica foi obtida em menos de 5 minutos. A exatidao do
método, expressa como porcentagem de recuperacdo, foi de 82,1 a 108,8%, e a precisdo
intermediéaria foi inferior a 20%. Os limites de deteccdo para espiramicina e a neospiramicina
foram inferiores a 1,0 pg/kg.

Kwiecien, Krzek e Gadek (2014) desenvolveram um método por cromatografia em
camada delgada seguida de densitometria para identificacdo e quantificacdo simultanea de
azitromicina, claritromicina, roxitromicina, espiramicina e troleandomicina em comprimidos.
O método foi validado de acordo com as especifica¢bes do ICH. O tempo de analise foi de 30
minutos. De acordo com os autores, 0 método pode ser utilizado para a determinagdo dos

antibioticos em preparagdes farmacéuticas como alternativa a outras técnicas de separacao.
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Elkhoudary, Salam e Hadad (2016) desenvolveram um método por CLAE para
anélise simultanea de metronidazol, espiramicina, diloxanida e cliquinol em comprimidos,
utilizando as ferramentas estatisticas de planejamento fatorial fracionario e delineamento de
composito central. Os quatro analitos foram separados em cerca de 15 minutos. Entretanto, os
autores ndo discutem qual espiramicina (1, Il, 111 ou 1V) é analisada.

Katsidzira, Wessels e Aucamp (2016) desenvolveram um método por CLAE para
analise de claritromicina ou espiramicina em matérias-primas, dispersdes solidas amorfas e
em comprimidos. O tempo de corrida foi cerca de 5 minutos para espiramicina e 13 minutos
para claritromicina. O método foi validado de acordo com o ICH. De acordo com o0s autores,
0 método desenvolvido mostrou ser simples e suficientemente sensivel para a deteccdo e
quantificacdo de claritromicina ou espiramicina em matrizes farmacéuticas. Entretanto, os
autores nao abordam se o método separa 0s principais componentes da espiramicina (I, Il e
).

Mahmoudi et al. (2016) descreveram um método por CLAE para andlise simultanea
de eritromicina, azitromicina e espiramicina em comprimidos e p6 para suspensdo oral. O
tempo de corrida foi cerca de 15 minutos. O método foi validado de acordo com as
especificacbes da Farmacopeia dos Estados Unidos da América e do ICH. De acordo com 0s
autores, 0 método mostrou seletividade adequada em relacdo aos trés analito. Entretanto, os
autores ndo abordam se 0 método separa 0s principais componentes da espiramicina (I, Il e
).

Garcia-Mayor e colaboradores (2017) sintetizaram e caracterizaram polimeros de
impressdo molecular (MIPs) para a determinacao de espiramicina em leite de ovelha. O MIP,
considerado ideal pelos autores foi caracterizado morfologicamente e utilizado para pré-
concentracdo de espiramicina em amostras de leite de ovelha, seguida por analise por CLAE.
O tempo de corrida foi cerca de 30 minutos. As recuperacdes médias em trés concentracdes
nas amostras de leite foram superiores a 90% com desvios padrdes relativos inferiores a 5%.
O limite de quantificacéo foi 24,1 pg/kg. De acordo com os autores, o0 MIP ideal mostrou uma
boa seletividade pela espiramicina, demonstrando potencial para pré-tratamento rapido,
sensivel e eficaz em amostras de leite de ovelha.

Zhou et al. (2017) desenvolveram e validaram um método por CLAE-EM para
determinacédo simultanea de 16 antibidticos macrolideos e 4 metabolitos em amostras de leite.
Os analitos foram extraidos de amostras de leite obtidas em supermercados utilizando-se o
método QUEChERS (rapido, facil, barato, eficaz, robusto e seguro) o qual foi previamente

otimizado de forma multivariada, através de delineamento de compdsito central e
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metodologia de superficie de resposta, a fim de se obter a maior recuperacdo dos 20 analitos.
Os cromatogramas demonstram tempos de corrida de até 30 minutos. Foram obtidas
recuperacdes entre 62,27% e 115,28% e os limites de deteccdo e quantificacdo estiveram
dentro da faixa de 0,30 - 0,85 pg/kg e 1,1 - 4,0 ug/kg, respectivamente.

Decheng e colaboradores (2018) desenvolveram um método por cromatografia
liguida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM) para
determinacdo simultanea de 40 antibi6ticos (incluindo a espiramicina) e 3 amantadinas em
amostras de alimentos derivados de animais. Foram obtidas recuperac@es entre 65,8 e 104,4%
com desvios padrdes relativos inferiores a 15%. Os limites de detecgdo variaram entre 0,5 a
5,0 nug/Kg. De acordo com os autores 0 método é simples, preciso, sensivel e conveniente,
fornecendo assim uma maneira promissora de monitorar antibidticos e amantadinas alimentos
derivados de animais.

Liu, Wan e Cao (2018) sintetizaram polimeros de impressdo molecular (MIPs) para
purificagdo de espiramicina | de caldos de fermentagdo. O efluente foi coletado e analisado
por CLAE. Os MIPs foram caracterizados por microscopia eletrdnica de transmisséo,
espalhamento dinamico de luz, espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier
e analise elementar. O MIP que exibiu melhores propriedades de transferéncia de massa,
capacidade de adsorcdo e seletividade apresentou recuperacdo e pureza de 61% e 83%,
respectivamente.

Lin et al. (2018) escreveram o desenvolvimento e validacdo de um método por
CLAE para quantificacdo de espiramicinas I, Il, Il e IV e neoespiramicinas I, 1l e 1ll em
matérias-primas. O cromatograma apresentado pelos autores demonstra a separacdo das
espiramicinas, neoespiramicinas e varias outras impurezas desconhecidas em cerca de 45
minutos. Além disso, foram realizados experimentos para caracterizacdo de impurezas por
CLAE-EM. Os cromatogramas demonstram tempos de corrida de até 30 minutos. Os autores
analisaram quatro lotes de matérias-primas e encontraram que o conteido das espiramicinas I,
I1 e I11 foi acima de 84,2% e abaixo de 0,4% e 3,4%, respectivamente, com valores de desvios
padrdes relativos abaixo de 2,2%. Os autores afirmam que, comparando 0 método proposto
com métodos anteriores, o tempo de andlise foi cerca de duas vezes mais rapido e as
impurezas foram melhor separadas.

Liu e colaboradores (2018) desenvolveram um método QUEChERS (rapido, facil,
barato, eficaz, robusto e seguro) modificado para extracdo de residuos de antibidticos
(incluindo espiramicina) em leite com posterior quantificagdo por CLUE-EM. Os

cromatogramas demonstram tempos de corrida de até 10 minutos. Foram obtidas
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recuperacdes entre 70,5 e 98,0% com desvios padrdes relativos inferiores a 10%. As
capacidades de detecgéo variaram entre 0,2 a 2,0 pg/L.

Lofrano et al. (2018) avaliaram diferentes processos para remocao de espiramicina em
amostras de aguas residuais provenientes de uma estacdo de tratamento de efluentes. A
espiramicina em amostras de agua foi quantificada por CLAE-EM. De acordo com os autores,
o limite de quantificacdo do método foi de 0,1 ng/mL e o processo de fotocatélise se mostrou

0 mais eficiente para remocao de espiramicina de dguas residuais.

2.4 DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DE METODOS ANALITICOS

O controle de qualidade é de grande relevancia em qualquer unidade de fabricacéo
de medicamentos, pois certifica a qualidade e confere seguranca e credibilidade aos
produtos que estdo sendo repassados ao consumidor (ROCHA; GALENDE, 2014).

O desenvolvimento de métodos analiticos simples, rapidos e robustos, dentro das
inumeras funcgdes do controle de qualidade, é de extrema importancia, uma vez que dados
analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas para a empresa e para
satde do consumidor (RIBANI et al., 2004; LA ROCA et al., 2007).

Primeiramente, ao analisar um farmaco ou matéria-prima, deve-se recorrer aos
compéndios oficiais. Quando se tem a metodologia disponivel, é necessario que se utilize
as condicdes descritas para averiguar se 0s resultados atenderdo as expectativas. Em
alguns casos, ha necessidade de otimizar o método descrito, ou seja, alterar algumas
condicBes experimentais para aperfeicoar o desempenho do sistema cromatografico, pois
pode haver diferencas inter-laboratoriais que, por consequéncia, prejudicam os resultados
finais. Em situacfes em que ndo exista métodos oficiais ou apenas dados na literatura, é
preciso elaborar o método (BRAGA, 2018).

Para desenvolver um método analitico adequado, demanda-se tempo e esforcos
significativos, sendo que varios fatores devem ser considerados nesta etapa, tais como:
propriedades fisico-quimicas do analito de interesse; informacGes sobre a amostra
(matriz); métodos existentes; necessidade de metodo de extracdo rapido, separacdo de
todos 0s compostos presentes na matriz, tempo de anélise curto, baixo custo, sistema de
deteccdo adequado, baixo limite de quantificacdo, minima geracdo de residuos toxicos
e/ou agressivos ao meio ambiente, etc (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997;
WATZIG, 2008; VOGT; KORD, 2011; SWARTZ; KRULL, 2012; GUPTA et al., 2012).
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Para o desenvolvimento do método analitico, realiza-se a otimizacdo das variaveis
envolvidas. A otimizacdo tem por objetivo melhorar o desempenho do método, de forma
a obter dele o maximo de beneficios possiveis. A vista disso, utiliza-se o termo
otimizacdo, em quimica analitica, para se referir a um conjunto de experimentos que
visam a obter as condi¢des de um método que, ao serem aplicadas, produzem as melhores
caracteristicas analiticas (ARAUJO; BRERETON, 1996; BEZERRA et al., 2008;
NOVAES et al., 2017).

Os processos de otimizacdo podem ser realizados pelo monitoramento de uma
condicdo analitica por vez, sendo este tipo de processo conhecido como otimizacdo
univariada. No entanto, nos anos recentes, a utilizacdo de ferramentas quimiométricas
multivariadas tem aumentado, pois normalmente reduz o nimero de experimentos,
resultados em menor tempo para otimizagdo e, consequentemente, menor gasto com
reagentes. Ademais, a otimizagdo multivariada permite avaliar os efeitos de interacéo
entre os fatores analisados, o que ndo é possivel por meio da otimizacdo univariada
(NOVAES et al., 2017).

Dentre as diferentes ferramentas quimiométricas multivariadas para otimizacgédo de
métodos analiticos, o mais indicado quando se deseja estudar inicialmente os efeitos de
duas ou mais varidveis na resposta de um método analitico, € o planejamento fatorial.
Este tipo de planejamento comumente é representado por b¥, sendo “b” o numero de
niveis escolhidos (condicdes de operacdo) e k o numero de fatores (variaveis em estudo).
O evento mais simples de planejamento fatorial € o de dois niveis (experimento fatorial
2X). Regularmente, o nivel mais baixo ¢ indicado como sinal negativo (-) e 0 mais alto
com sinal positivo (+). Depois de realizar os experimentos do planejamento fatorial,
avalia-se o efeito de cada fator, definindo como a mudanca ocorrida na resposta quando
se muda de nivel baixo (-) para o nivel alto (+). Os efeitos podem ser graficamente
representados por meio do diagrama de Pareto (NEVES et al., 2002; CUNICO et al.,
2008).

Posterior a analise dos efeitos, as variaveis que influenciam significativamente na
resposta analitica normalmente sdo otimizadas utilizando planejamentos experimentais
tipo Box-Behnken, Composto Central ou Dohlert. Executando estes experimentos,
permite-se o0 ajuste de modelos matematicos empiricos aos dados experimentais obtidos,
por meio da metodologia de superficie de resposta (MSR). Deste modo, é possivel
descrever o comportamento das respostas de acordo com a variagdo dos niveis a partir de
uma funcdo quadratica (NOVAES et al., 2017).
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Na otimizagdo das condi¢Bes cromatogréaficas, alguns artigos que descrevem a
utilizacdo de planejamentos experimentais sdo: Harang; Karlsson; Josefson (2001);
Dincel; Basci (2007); Tappin et al. (2008); Aragdo; Veloso; Andrade (2009);
Barmpalexis; Kanaze; Georgarakis (2009); luliani; Carlucci; Marrone (2009); Nemutlu et
al. (2009); Andrade-Eiroa; Diérvate; Dagaute (2010); Ghari; Kobarfardb; Mortazavia
(2013); Liew; Peh; Tan (2013) e Alhazmi et al. (2018). Apé6s as etapas de
desenvolvimento e otimizacdo do método analitico, deve ser feita sua validacdo, com o

objetivo de assegurar a confiabilidade dos resultados obtidos.

2.5 VALIDACAO ANALITICA

Os avancgos nas pesquisas na area farmacéutica vém viabilizando a introducdo de
novos farmacos no mercado, os quais sdo lancados pelas industrias farmacéuticas que
mantém sigilo sobre os métodos analiticos utilizados para quantificacdo do ativo no
produto farmacéutico (SILVA, 2012). Para um novo método ser considerado adequado para
uso, esse deve ser avaliado de forma apropriada e demonstrar a sua adequacdo ao uso, bem
como sua reprodutibilidade (PINTO; KANEKO; OHARA, 2010; ANVISA, 2017).

No Brasil, ha dois 6rgdos credenciadores para verificar a competéncia de laboratorios
de ensaios: a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o INMETRO (Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial). Estes érgdos disponibilizam
manuais para o procedimento de validacdo de métodos analiticos (SANTOS, 2011).

Existem algumas defini¢cdes para o termo “validacdo de métodos analiticos”. Segundo
a United States Pharmacopeia (2017), validacdo analitica é o processo pelo qual é
estabelecido, por estudos de laboratério, que as caracteristicas de desempenho do
procedimento atendem aos requisitos para as aplicacdes analiticas pretendidas. Para o guia
Eurachem (MAGNUSSON; ORNEMARK, 2014) é o processo de definir uma exigéncia
analitica e confirmar que o método sob investigacdo tem capacidade de desempenho
consistente com o que a aplicacdo requer. A Resolucdo da Diretoria Colegiada - RDC n° 166,
de 24 de julho de 2017 determina que a validacdo deve garantir, por meio de estudos
experimentais, que o metodo atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados (ANVISA, 2017).

O objetivo do procedimento analitico deve ser compreendido de modo claro, uma vez
que regerd as caracteristicas de validagdo que precisam ser avaliadas. As caracteristicas tipicas

que devem ser consideradas s&o:
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Especificidade e Seletividade: Grau em que um método pode quantificar o analito
com precisdo na presenca de interferentes. Idealmente, a seletividade deve ser avaliada para
qualquer interferente importante que possa estar presente. E particularmente importante
verificar os interferentes que sdo provaveis, de acordo com 0s principios quimicos, de
responder ao teste (INTERNATIONAL UNION OF PURE AND APPLIED CHEMISTRY,
2002).

Linearidade: E sua capacidade de obter resultados de teste que sdo diretamente, ou
por uma transformacdo matematica bem definida, proporcionais a concentracdo de analito em
amostras dentro de um determinado intervalo. Assim, nesta secdo, linearidade se refere a
linearidade da relagdo de concentracdo e medigdo do ensaio (USP, 2017).

Faixa de Trabalho: E o intervalo entre os niveis superior e inferior do analito
(incluindo esses niveis) que demonstraram ser determinados com um nivel adequado de
precisdo, exatiddo e linearidade usando o procedimento conforme escrito (USP, 2017).

Precisdo: Avalia a proximidade entre os resultados obtidos por meio de ensaios com
amostras preparadas conforme descrito no método analitico a ser validado (ANVISA, 2017).
Deve ser expressa por meio de:

Repetitividade (precisdo intra-corrida): Concordéncia entre resultados dentro de curto
periodo de tempo, com 0 mesmo analista e mesma instrumentacdo. Deve ser verificada por,
no minimo, 9 (nove) determinacdes, contemplando o intervalo linear do método, ou seja, 3
(trés) concentracdes, baixa, média e alta, com 3 (trés) réplicas cada ou minimo de 6
determinag6es a 100% da concentracao do teste (ANVISA, 2017).

Precisdo intermediaria (precisdo inter-corridas): Concordancia entre resultados do
mesmo laboratério, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou
equipamentos diferentes. Para determinacdo da precisdo intermedidria recomenda-se um
minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes (ANVISA, 2017).

Reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial): Concordancia entre resultados obtidos
por laboratdrios diferentes com estudos colaborativos, geralmente aplicados a padronizacdo
de metodologia analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em farmacopeias. Estes
dados néo precisam ser apresentados para a concessao de registro.

A precisdo se expressa como desvio padrdo ou desvio padrdo relativo (DPR)
(ANVISA, 2017).

Exatiddo: Avaliada por meio do grau de concordancia entre os resultados individuais

do método em estudo em relagdo a um valor aceito como verdadeiro (ANVISA, 2017).
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Robustez: ¢ uma medida de sua capacidade de ndo ser afetado por pequenas, mas
deliberadas variacbes nos pardmetros do método e fornece uma indicacdo de sua
confiabilidade durante o wuso normal ((INTERNATIONAL CONFERENCE ON
HARMONIZATION, 2005).

Limite de Quantificacdo: E a menor quantidade do analito na amostra que pode ser
guantitativamente determinada com precisao e exatiddo aceitaveis (INMETRO, 2020).

Limite de Deteccdo: E a menor quantidade de analito na amostra que pode ser
detectada, mas ndo necessariamente quantificada sob condicdes estabelecidas para o ensaio
(INMETRO, 2020).

2.6 METODOS DE ANALISE

2.6.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

A palavra cromatografia se origina do grego ‘“chroma” (cor) e ‘“graphein”
(escrita), escrita da cor e remete aos primeiros métodos cromatograficos em que a
separacdo de compostos se baseava na diferenca de cor. A técnica foi descoberta e
desenvolvida pelo botanico Michael Tswett no século XX. A cromatografia a liquido
consiste em um método fisico-quimico de separacdo de componentes de uma mistura. No
caso da cromatografia liquida em coluna, a fase mével (FM), denominada eluente, flui
continuamente (percola) através de uma fase estacionaria, a qual € acondicionada dentro de
uma coluna (cilindro/tubo geralmente de vidro ou metal). As moléculas da mistura irdo se
distribuir diferencialmente entre as fases, sendo que os analitos que apresentarem maior
interacdo com a fase movel irdo permanecer por menor tempo na fase estacionaria, por
consequéncia se deslocardo mais rapidamente através da coluna. Essas diferentes interacGes
que ocorrem entre os analitos e as fases leva a tempos de retencdo distintos para cada
componente da amostra (KAZAKEVICH; LOBRUTTO, 2007; COLLINS, 2009; RAMOS,
2014).

Existem diferentes critérios para a classificagcdo das técnicas cromatogréficas, e podem
ser categorizados em funcéo de:

a) guanto ao mecanismo de separacao: processos fisicos, quimicos ou mecanicos;

b) quanto a técnica empregada;

c) em relacédo ao tipo de fase mdvel utilizada.
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Quanto ao mecanismo de separacdo, esta pode ser classificada nas modalidades
afinidade e exclusdo por tamanho. Na modalidade afinidade, a separagdo ocorre por meio
de processos fisicos: adsorcdo ou particdo (absorcdo), ou processos quimicos: troca
ibnica. Na modalidade exclusdo, estdo a cromatografia por permeacdo em gel (size
exclusion chromatography, SEC) e a cromatografia de filtragdo em gel (gel filtration
chromatography, GFC), os quais sdo processos mecanicos onde ndo se deve existir
nenhum tipo de interacdo com a fase estaciondaria, ocorrendo somente a separacgéo fisica
por tamanho (LANCAS, 2009; RAMOS, 2014).

Quanto a técnica, leva em conta a geometria da superficie na qual a separagéo
ocorre. Se a fase estacionéria se encontra dentro de um tubo cilindrico, a técnica é
denominada cromatografia em coluna, enquanto que, se em uma superficie plana, é
denominada cromatografia planar ou em camada delgada (COLLINS; BRAGA;
BONATO, 2006).

Quanto a natureza da fase mével, a cromatografia pode ser classificada em gasosa,
liquida ou com fluido supercritico (PENTEADO; MAGALHAES; MASINI, 2008).

Embora a técnica por cromatografia gasosa (CG) seja mais eficiente na capacidade
de separagdo dos componentes de uma mistura, a mesma possui limitaces pelo fato de
que os componentes a serem analisados devem ser volateis e termicamente estaveis,
restringindo a utilizacdo desta técnica para o atual trabalho. Devido a isso, a escolhida
como foco do trabalho é a cromatografia liquida.

Em cromatografia liquida, a fase estacionaria pode ser tanto um liquido
(cromatografia liquido-liquido) quanto um sélido (cromatografia liquido-sélido). Nesta
ultima, a fase estacionéria € um solido, de grande area superficial, onde os solutos da
amostra irdo interagir e ficarem mais ou menos retidos, dependo da natureza quimica de
ambos. J& em cromatografia liquido-liquido, geralmente um liquido de elevada massa
molecular é depositado na superficie de um suporte s6lido por processos de radiagdo e
temperatura. Logo a FE fica fisicamente depositada sobre o suporte e o conjunto é
colocado dentro da coluna. Contudo, este tipo de fase ndo se mostrou muito eficiente,
pelo fato de que a FM (solvente) remove facilmente a fase liquida depositada sobre o
suporte solido, danificando com facilidade a coluna (LANCAS, 2009).

Nos dias atuais, reacdes quimicas vem substituindo este procedimento, gerando
fases quimicamente ligadas (bonded phases) ao suporte e, consequentemente,
desenvolvendo fases mais estaveis. A particula de silica é quimicamente modificada de

maneira que, seus grupos funcionais ativos, os silandis, sejam substituidos por diferentes
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grupos funcionais, octadecilsilano (ODS ou C18), octilsinalo (C8), fenil, ciano, amino, e
outros. As principais reacgdes efetuadas para a modificagdo sdo: esterificacdo, reacdo com
aminas, reacdes de Grignard e formacdo de siloxanos, além de uma proposta baseada na
formacéo de um hidreto de silica como intermediario de reacdo (TONHI et al., 2002).

Durante o estabelecimento da técnica cromatografica, a forma mais habitual era o
uso de fases estacionarias bastante polares (alumina, silica, etc.) e a fase mével menos
polar (hexano, iso-octano ou pentano modificado), tendo por principal mecanismo de
separacdo a adsorcdo. Contudo, com a evolucdo da técnica, tornou-se possivel substituir
o grupo silanol (Si-OH) da superficie da silica tanto por grupos polares (amino - NH2)
quanto por grupos apolares (C-18). Nestes casos, 0 mecanismo predominante é a particdo
(absorcdo). Em vista disso, para diferenciar uma forma da outra, determinou-se que
guando a fase quimicamente ligada é preparada para substituir o grupo silanol por um
grupo polar, a coluna opera em fase normal. Quando a substituicdo do grupo silanol da
silica é feita por grupos apolares (C18, C8, C6, C4, etc.), determinou-se que fase
estacionaria seria denominada como fase reversa, atribuindo que este mecanismo era o
inverso da adsorcdo (SILVA et al., 2004).

Ao definir entre os dois métodos de cromatografia (fase normal ou reversa), deve
ser feito um estudo de solubilidade dos compostos/analitos a serem analisados, pois estes
devem, necessariamente, ser sollveis na FM escolhida (RAMOS, 2014). A cromatografia
em fase reversa se baseia no uso de uma FM polar, geralmente constituida de uma
mistura contendo agua e solvente organico (acetonitrila ou metanol). A retencdo é
governada pela hidrofobicidade do soluto, e devido a isso, quanto maior a polaridade do
soluto, maior sera sua afinidade pela fase moével (LANCAS, 2009). Outro fator
importante é a capacidade doadora ou aceptora de protons e 0 momento dipolar do soluto,
do solvente e da fase movel, pois definem em grande parte a seletividade do sistema.
Entretanto, para algumas separac@es este sistema ndo € eficiente, requerendo a adi¢des de
tamp0es, ions metalicos ou outras estratégias (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) surgiu gracas a mudangas em
varios parametros da técnica, permitindo um melhor desempenho do sistema como um
todo. Um dos aspectos mais importantes foi a utilizacdo de bombas para a pressurizacao
do sistema para forcar a passagem de um solvente por meio de colunas fechadas que
continham particulas muito finas, assim proporcionando separa¢fes muito eficientes

entre os componentes de uma mistura (PIRES, 2017). No desenvolvimento de um método
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analitico, os objetivos se consistem em obter uma separacdo adequada em um tempo
razoavel para anélise (HARRIS, 2012).

No mercado existem diferentes modelos de cromatdgrafos, e por esse motivo, no
momento da aquisicdo de um equipamento, caracteristicas como versatilidade, rapidez,
reprodutividade e detectabilidade, devem ser levadas em consideragdo (COLLINS;
BRAGA; BONATO, 2006).

A anélise quantitativa de compostos presentes em misturas foi muito favorecida e
viabilizada com a aplicacdo da CLAE devido ao acoplamento de detectores aos
cromatografos. Os detectores utilizam radiacdo UV-Vis, espalhamento de Iluz,
fluorescéncia, dentre outros, aliados a softwares, contribuem para andlise de
componentes em misturas com concentracdes extremamente baixas (LANCAS, 2009).

A técnica tem sido amplamente empregada para analise quantitativa de
antibidticos macrolideos em métodos analiticos e bioanaliticos. Em sua maior parte, 0s
autores utilizam fase mdvel a base de acetonitrila e tampdo fosfato de aménio e coluna
cromatogréafica do tipo C18 (TORANO; GUCHELAAR, 2001; KOUSOLOS et al., 2008;
DING et al., 2015; BALAJI; NISHA SHRI, 2016).

2.6.2 Ensaio Microbioldgico

Os ensaios microbiologicos para quantificacdo da atividade de antibidticos sdo
metodologias relativas, que exigem o emprego de uma avaliacdo comparativa frente a uma
substancia quimica de referéncia. Por conta da alta variabilidade inerente ao ensaio, torna-se
indispensavel a utilizacdo de delineamentos experimentais adequados e a anélise estatistica
dos resultados (KAVANAGH, 1972; PINTO; KANEKO; OHARA, 2003; ESMERINO et al.,
2004).

Ainda que possa se determinar a dosagem de antibiéticos por métodos quimicos e
fisico-quimicos, os ensaios microbiolégicos sdo, geralmente, os métodos de escolha para
retirar dlvidas quanto a perda de atividade, ndo apresentada pelos outros métodos
(LOURENCO, 2006). Foi o que demonstrou Manfio et al. (2013) ao comparar a poténcia de
produtos de degradacdo do antibiotico ceftriaxona pelos métodos microbiologico por difuséo
em agar e HPLC-UV.

Estes ensaios, em especial, aplicam-se aqueles antibi6ticos de origem bioldgica, que
podem conter misturas de substancias com efeitos compativeis, sinérgicos ou antagbnicos
(PINTO; KANEKO; OHARA, 2003; USP, 2017).
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Os métodos microbiolégicos sdo recomendados por compéndios oficiais para
determinacdo da poténcia destes agentes em preparagdes farmacéuticas, sendo utilizados com
frequéncia o ensaio turbidimétrico e o ensaio por difusdo em agar (JAMIL et al., 2016).
Algumas farmacopeias exigem o0 ensaio microbiologico como método de controle de
qualidade de matérias-primas de antimicrobianos e suas formulagGes farmacéuticas
(FARMACOPEIA, 2019; USP, 2017).

Existem varios trabalhos na literatura que descrevem os métodos microbiologicos
utilizando o ensaio por difusdo em agar e o turbidimétrico. Para espiramicina Liu e
colaboradores (1999) realizaram um estudo interlaboratorial para determinar individualmente
as poténcias de espiramicina I, Il e Ill através dos ensaios microbioldgicos de difusdo em
agar, utilizando Bacillus subtilis, e/ou método turbidimétrico, utilizando Staphylococcus
aureus. Seis laboratorios participaram dos experimentos, sendo que cinco laboratorios
relataram resultados por difusdo em &gar e trés laboratorios relataram resultados obtidos pelo
método turbidimétrico. O método de difusdo em &gar demonstrou que as atividades de
espiramicina Il e 11l foram 57 e 72%, respectivamente, em relacdo a espiramicina |. Este
método apresentou desvios padroes relativos interlaboratoriais entre 3,6 a 16,3%. J4 0 método
turbidimétrico demonstrou que as atividades de espiramicina Il e Il foram 45 e 52%,
respectivamente, em relacéo a espiramicina I, com desvios padrdes relativos interlaboratoriais
entre 2,6 a 7,7%. As andlises apresentaram exatiddo entre 95 a 105%, exceto para um dos
laboratorios.

Antibioéticos macrolideos tém se tornado alvo de estudos para o desenvolvimento de
métodos analiticos que aplicam o ensaio microbioldgico por difusdo em &gar, utilizando
diversas cepas como microrganismo revelador (BREIER et al., 2002; VITAL et al., 2004,
MAHMOUDI et al., 2015). Na Farmacopeia Brasileira, dois exemplos sdo 0s ensaios
preconizados para a eritromicina e azitromicina, tanto matéria-prima quanto produto acabado
(FARMACOPEIA, 2019).

2.6.2.1 Método turbidimétrico

O método turbidimétrico é semelhante ao teste de diluicdo em série, contudo o efeito
inibitdrio do antibidtico ndo se caracteriza por resposta tudo ou nada para a determinacao do
ponto final, e sim por uma reducéo gradual do crescimento microbiano (KAVANAGH, 1963).
O método é caracterizado por uma série de tubos contendo concentracfes diferentes de

antibiotico, além de meio de cultura liquido e microrganismo-teste. Os dados obtidos da
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leitura turbidimétrica, apds incubacdo, permitem construir uma curva que relaciona a
concentracdo do antibidtico com a turbidez resultante (GAVIN, 1957b; PINTO; KANEKO;
PINTO, 2015).

Alguns fatores influenciam no método turbidimétrico, sendo alguns similares aos do
método por difusdo em é&gar. E o caso das solucdes, do pH e da composicdo do meio de
cultura (GAVIN, 1957b). Outros fatores que podem influenciar séo:

a) substancias a serem ensaiadas;

b) incubacao;

c) término da incubag&o;

d) medida de turbidez;

e) limpeza da vidraria.

As substancias utilizadas no ensaio devem ser sollveis em agua ou em solvente
miscivel em &gua que ndo interfiram no crescimento microbiano na concentracdo usada,
também ndo devem causar turvacdo ou precipitar. No preparo das soluces, estas devem ser
estéreis para a realizacdo do ensaio (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

A incubacéo pode ser feita em estufa, mais comum, ou em banho-maria. Todavia, em
banho-maria a variacdo de temperatura é maior, principalmente quando empregado um banho
com circulacdo de agua (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Os ensaios de antibidticos sdo finalizados por adicdo de uma substdncia que
interrompe o crescimento microbiano. Geralmente, essa substancia é o formaldeido a 12%, ou
aquecimento a 80°C. Segundo Kavanagh e Ragheb (1979), o aquecimento em banho-maria a
80°C é método sugerido, pois todos os tubos podem ser imersos ao mesmo tempo. Ja a adicéo
de formaldeido tubo a tubo possui uma diferenca de tempo entre o primeiro e o Gltimo tubo a
receber a solucdo, assim promovendo um erro na medida de crescimento.

Na medicdo de turbidez, as células devem estar homogeneamente distribuidas no
caldo. Em vista disso, o tubo deve ser invertido varias vezes a leitura realizada 15 minutos
apos a ressuspensao (KAVANAGH; RAGHEB, 1979).

Outro fator importante para o bom desempenho do método é a limpeza da vidraria
utilizada no ensaio, além de outras questdes, com o residuo das substancias usadas no
processo de limpeza. Estas podem ser tdo eficientes quanto ao antibiotico em reduzir o
crescimento microbiano. A utilizacdo de uma mistura de acido sulfurico e nitrico (95:5) ¢
eficiente para evitar problemas com ions de cromo que podem ser originados a partir de

residuos da solucdo limpeza. A vidraria tem de ser imersa na solucgdo &cida por 24 horas e 0
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enxague deve ser realizado trés vezes em &gua corrente e duas vezes em agua destilada
(KAVANAGH, 1963).

Curbete e Salgado (2016) desenvolveram e validaram um método microbioldgico para
quantificacdo de éacido fusidico em creme dermatolégico por turbidimetria. O método
proposto atendeu aos requisitos estabelecidos pela diretriz internacional, e a partir de analises
estatisticas (ANOVA) o método desenvolvido em comparagdo com o método por
cromatografia liquida ndo se diferenciam estatisticamente. Ao mesmo tempo, 0 ensaio
turbidimétrico permitiu determinar a verdadeira atividade bioldgica do acido fusidico, quando

comparado com métodos fisico-quimicos como cromatografia liquida.

2.6.2.2 Método por difusdo em agar

O ensaio por difusdo, desenvolvido para antibioticos, é fundamentalmente um método
fisico, no qual o microrganismo é utilizado como indicador da concentragdo do antibiotico.
Aplica-se ao método um sistema de mono ou bicamada, em que, 0 meio de cultura sélido
inoculado € distribuido, uniformemente, em placas onde a substéncia teste se difunde.
(KAVANAGH, 1972; KAVANAGH; RAGHEB, 1979; PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Apl6s a realizacdo do ensaio, as placas sdo incubadas e o crescimento do
microrganismo ocorre respeitando as &reas onde tenha ocorrido a difusdo da substancia
antimicrobiana, assim gerando contraste e resultando na chamada halo ou zona de inibicao de
crescimento (HEWITT, 1989; SOLANO, 2008). O diametro dessas areas de inibicdo depende
da concentracdo da substancia ativa e tal fenbmeno origina todo principio do método de
difusdo (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015). Como preconizado na Farmacopeia Brasileira, é
fundamental trabalhar com repeticdes para esses ensaios de forma a compensar os desvios
inerentes (BRASIL, 2019).

Muitos estudos foram realizados no a&mbito fisico-bioldgico, permitindo assim o
entendimento do mecanismo de difusdo do antibi6tico ou do fator e crescimento. A substancia
utilizada deve difundir num meio semi-sélido, e as diferentes condigdes técnicas permite
evidenciar o fendmeno da difusdo de uma regido para outra, até que em um prazo de tempo
havera concentracdo constante da mesma (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

A avaliacdo de poténcia de antibioticos exige uma padronizacdo das condicOes
técnicas, pois € necesséria a conciliagdo de fendémenos fisicos (difusdo) e bioldgicos
(microrganismo sensivel, meio de cultura, incubacéo), a fim de que a distancia de difusao seja

medida experimentalmente apos a revelacdo sob a forma de halo de inibigdo de crescimento.
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Isto é, 0 microrganismo tem seu crescimento inibido em funcdo da concentracdo do
antimicrobiano difundido, sendo este capaz de impedir o seu desenvolvimento, em oposi¢éo
ao restante do meio de cultura (PINTO; KANEKO; PINTO, 2015).

Vaérios fatores especificos afetam a definicdo dos halos e a natureza da curva dose-
resposta. Um desses é a formacdo de halos duplos atribuidos a aquisicdo de resisténcia do
microrganismo-teste na frente da difusdo da substéncia, onde a concentragcdo € menor que no
reservatorio e a populacdo ja € maior que a inicial, considerando a incubacgéo do sistema. A
composicdo do meio de cultura, volume do cilindro para depdsito da substancia, espessura do
agar e temperatura de incubacdo, também sdo outros fatores de grande importancia que
determinam a otimizacdo do ensaio. Dentre os citados, o fator que possui maior influéncia e
causa uma maior variabilidade nas respostas € a espessura do &gar, pois quanto mais fina a
camada, maior serd o efeito do volume contido no cilindro sobre a distancia de difuséo
(PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

Para a realizacdo do ensaio microbiol6gico por difusdo em &gar, 0 microrganismo é
preparado repicando-o em um caldo de enriquecimento e, em seguida, incuba-se por um
periodo de tempo. Apds a incubacdo, o caldo é diluido até que se obtenha uma suspensao de
25% + 2 de transmitancia. A suspensdo de microrganismo é inoculada em um meio de cultura
que permita o isolamento de microrganismos heterotroficos, assim sendo denominada camada
inoculada. Este ensaio pode ser realizado em mono ou bicamada, sendo que a Gltima possuli
uma camada mais volumosa, denominada camada base. Faz-se necessario aguardar a
solidificacdo da camada base, ap6s a mesma ser vertida em placas de Petri para que a segunda
camada (inoculada) seja empregada (FARMACOPEIA, 2019).

A solucdo teste que se deseja trabalhar, deve ser aplicada sobre a superficie do meio
em uma area delimitada por templates, ou cilindros de aco inoxidavel, ou discos de papel.
Logo apos o procedimento, as placas sdo levadas para a incubagdo por um tempo adequado ao
método e ao final é realizada a leitura dos halos de inibicdo obtidos. Para fins de comparagédo
uma solugcdo de padrdo deve ser preparada e o ensaio realizado nas mesmas condicoes
descritas para amostras (FARMACOPEIA, 2019).

2.6.2.3 Delineamento de ensaios microbioldgicos
Em alguns ensaios é necessario realizar uma inspecdo preliminar dos dados

experimentais para averiguar se estes seguem as suposicOes particulares de cada ensaio. No

doseamento microbioldgico é considerado que: pode ser representado por uma linha reta a
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relacdo entre o logaritmo da concentracdo e a resposta analitica na faixa empregada; as
resposta obtidas para cada concentracdo sdo normalmente distribuidas; o desvio padrdo de
cada resposta € independente do efeito em si e a distribuicdo dos tratamentos € um processo
randémico (INTERNATIONAL PHARMACOPOEIA, 1979).

O delineamento 3x3 é dito simétrico, pois a razao entre as concentracdes adjacentes e
0 numero de concentracdes ensaiadas do padrdo e da amostra é constante. Ao plotar as
respostas analiticas obtidas para o padrdo e amostra versus o logaritmo da concentracdo, duas
retas sdo obtidas e estas devem ser paralelas, uma vez que o padrdo e amostra contém a
mesma substdncia. Também, devem apresentar regressdo significativa, ou seja, 0
microrganismo deve responder de forma diferente as concentragbes da substancia
antimicrobiana. E finalmente, a relacdo entre o logaritmo da concentracdo (dose) e o diametro
do halo de inibicdo deve ser linear. Baseado nestes trés fatores, as férmulas para o célculo de
poténcia foram desenvolvidas (HEWITT, 1977; FARMACOPEIA, 2019).

O delineamento retas paralelas 2x2 é o mais simples, uma vez que sdo utilizadas
apenas duas concentracdes de cada preparacdo. Todavia, é preconizado na farmacopeia
brasileira que seu emprego somente seja feito apds o desenvolvimento do ensaio 3x3
(FARMACOPEIA, 2019).

No delineamento 5x1, se empregam cinco concentracdes do padrdo para obtencdo da
curva analitica e uma da preparacdo da amostra. Em vista disso, € um ensaio assimétrico
(FARMACOPEIA, 2019).

Hewitt (2004) classificou este ensaio como sendo de retas paralelas, devido a base do
calculo ser a mesma do ensaio de retas paralelas: a reposta analitica deve ser diretamente

proporcional ao logaritmo da concentragéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar métodos analiticos por cromatografia liquida de alta eficiéncia e
ensaio microbioldgico por difusdo em &gar para quantificacdo de espiramicina na forma

farmacéutica comprimidos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sdo os objetivos especificos do trabalho:

a) utilizar ferramenta quimiométrica multivariada para otimizacdo do método
cromatografico;

b) desenvolver e validar um método cromatografico para quantificacdo de espiramicina
em comprimidos;

c) desenvolver e validar um método microbioldgico para determinacdo da poténcia de
espiramicina em comprimidos utilizando o ensaio por difusdo em agar;

d) aplicar os métodos validados em amostra comercial de espiramicina na forma

farmacéutica comprimidos.
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4 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS
4.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados nesse trabalho séo especificados a seguir.
4.1.1 Substancia quimica de referéncia

A substancia quimica de referéncia foi o padrdo de espiramicina adquirido da
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), com teor declarado de espiramicina (I, 11 e 111)
de 91,0%.
4.1.2 Substancia de Referéncia Certificada

A substancia utilizada como substancia de referéncia certificada (SRC) foi a
espiramicina adquirida da empresa Copermed (Pouso Alegre, Brasil) com teores
declarados de espiramicinas I, 1l e 111 de 95,3%; 0,24% e 3,37%, respectivamente.
4.1.3 Produto farmacéutico

O produto farmacéutico utilizado no desenvolvimento e validacdo dos métodos
foram comprimidos referéncia de espiramicina 1,5 MUI (equivalente a 450 mg, de acordo
com Mahmoudi et al. (2016), adquiridos comercialmente em Alfenas/MG.

4.1.4 Microrganismo padrao

A cepa utilizada no ensaio microbioldgico por difusdo em agar foi a Bacillus
Subtillis ATCC 6633.
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4.2 REAGENTES

Os reagentes e solventes utilizados nesse trabalho estéo listados a seguir:

a)
b)
c)
d)
e)
f)
9)
h)
i)
)

Acetonitrila UV/HPLC, Merck Millipore®;

Acido acético glacial, Dindmica Quimica Contemporanea®;
Acido fosforico P.A (orto), Vetec®;

Acetato de sodio, Exodo Cientifica®;

Agar Triptona de Soja, Ox0id®;

Alcool metilico UV/HPLC, Dindmica Quimica Contemporanea®;
Caldo Infuso de Cérebro e Coracdo, Oxford®;

Fosfato de potassio monobasico, Exodo Cientifica®;

Fosfato de potéssio diidrogenado, Exodo Cientifica®;

Hidréxido de sodio P.A, Neon®.

4.3 EQUIPAMENTOS

Foram utilizados neste trabalho os seguintes equipamentos:

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)
h)
i)
)
K)
1)

Aparelho de ultrassom Unique®, modelo USC 28007,

Autoclave vertical Quimis®, modelo Q190-24;

Autoclave vertical Prismatec®, modelo CS;

Balanca analitica Sartorius®, modelo CP225D;

Balanca analitica Kern®, modelo 210;

Banho-maria Nova técnica®, modelo NT265;

Centrifuga Baby® I, modelo 206/1;

Coluna cromatogréafica C8 (250 mm x 4.6 mm, 5 um), marca NST®;

Coluna cromatografica C18 (150 mm x 4.6 mm, 5um), marca Thermoscientific®;
Espectrofotdmetros UV/Vis (Shimadzu®, Tokyo, Japan), modelos 1601PC e 2001PC;
Estufa bacterioldgica Quimis®, modelo Q136M4;

Filtros de politetrafluoretileno (PTFE) hidrofilicos com 0,45 pm de poro, Analitica®;

m) Gabinete de fluxo laminar vertical Filterflux®;

n)
0)

Medidor de pH, Marconi®, modelo PA 200;

Mesa agitadora, Marconi®, modelo MA420;
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v)
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Micropipetadores de volume fixo e variavel, marcas: Kacil® e Gilson®;

Paquimetro digital Marberg®;

Seringa agulha fixa 720SNR 100 pL, Hamilton®;

Sistema de cromatografia a liquido Shimadzu série LC-10 A com sistema de
integracdo CLASS-VP, bomba LC-ADvp, desgaseificador DGU-142, injetor manual
77251, detector UV SPD-10Avp, forno CTO-10Avp e controlador SCL-10Avp;
Sistema de cromatografia a liquido Shimadzu® com sistema de integracio LC-
Solution, bomba LC-20AD, desgaseificador DGU-20? 3r, injetor automatico SIL-
20AC ht, detector DAD modelo SPD-M20A, forno CTO-20? e controlar CBM-20?;
Sistema de cromatografia a liquido Shimadzu® com sistema de integracdo LC-
Solution, bomba LC-20AT, desgaseificador DGU-20? 5r, injetor automatico SIL-20?
ht, detector UV/Vis modelo SPD-20? e controlador CBM-20%;

Sistema purificador de agua Gehaka®, modelo OS20LXE.

4.4 VIDRARIAS E OUTROS MATERIAIS

Outros materiais que foram utilizados para a realizagdo dos experimentos:

a)
b)
c)
d)
e)
f)

Alca de cultivo;

Baldo de vidro para cultivo (50 mL);
Cilindros de aco inoxidavel (8 x 9 x 10 mm);
Placas de Petri de fundo plano (100 x 20 mm);
Templates de aco inoxidavel;

Tubos de ensaio com rosca (16 x 25 mm).
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5 METODOLOGIA

5.1 ESCOLHA DO SOLVENTE DO METODO CROMATOGRAFICO

A escolha dos solventes apropriados para o desenvolvimento do método analitico para
quantificacdo de espiramicina | foi embasada nas condi¢des de solubilidade descritas para
matéria-prima de espiramicina na Farmacopeia Europeia (EP, 2008).

As solucdes foram preparadas a partir da pesagem de 10 mg de espiramicina SRC e
transferéncia para baldes volumétricos de 50 mL. Conforme composi¢do dos solventes
apresentado na Tabela 1, adicionaram-se cerca de 30 mL de cada solvente e, em seguida, as
solucdes foram levadas ao ultrassom por 20 minutos. Completou-se o volume dos baldes com
0s respectivos solventes (gsp). Posteriormente, transferiu-se, com auxilio de uma micropipeta
automatica, aliquota de 1,0 mL dessas solucBes para baldes volumétricos de 10 mL e
completou-se o volume dos baldes com os mesmos solventes utilizados na primeira diluig&o.

As solugdes foram filtradas em filtros PTFE 0,45 um antes das leituras.

Tabela 1 — Composigdo dos solventes testados para desenvolvimento de método analitico para quantificacdo de
espiramicina | em comprimidos por CLAE.

Solvente
Acetonitrila (ACN) Metanol (MeOH)
ACN:H20 (50:50 v/v) MeOH:H20 (50:50 v/v)
ACN:tampéo pH 4,1 (50:50 v/v) MeOH:tampéo 4,1 (50:50 v/v)
ACN:tampéo pH 6,5 (50:50 v/v) MeOH:tampéo 6,5 (50:50 v/v)
ACN:H3PO4 (50:50 v/v) MeOH:H3PO4 (50:50 v/v)

Fonte: Da autora (2021).

Legenda: ACN = Acetonitrila (grau HPLC); H,O = agua ultrapura; MeOH = Metanol (grau HPLC);
HsPO, = Acido Fosfdrico 0,1%; Tampao 4,1 = Tamp&o acetato pH 4,1;
Tampéo 6,5 = Tampdo fosfato pH 6,5.

Cada solucéo foi analisada em espectrofotdmetro por varredura espectral na regido

entre 400 e 200 nm, ap0s zerar 0 equipamento com 0s respectivos solventes.
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5.20TIMIZACAO DO METODO CROMTOGRAFICO

5.2.1 Escolha do comprimento de onda

A partir da escolha do solvente, foi preparada solugdo pela pesagem de 10 mg de
espiramicina SRC e transferéncia para baldo volumétrico de 50 mL. Adicionaram-se cerca de
30 mL do solvente metanol. Em seguida, a solucdo foi levada ao ultrassom por 20 minutos e
completou-se o volume com o respectivo solvente (qsp). Em seguida, transferiu-se, com
auxilio de uma micropipeta, aliquota de 1,0 mL dessa solucdo para baldo volumétrico de 10
mL e completou-se o volume com metanol:dgua (50:50, v/v) (concentracdo final de 20
pug/mL). Procedeu-se a varredura espectral em espectrofotdmetro na regido entre 200 e 400

nm, apos zerar 0 equipamento com o respectivo solvente da Ultima diluicéo.

5.2.2 Escolha inicial da fase mével

A escolha da fase movel e da coluna cromatografica foi baseada nas propriedades
fisico-quimicas da molécula do farmaco e nas literaturas que registram metodologias para
separacdo do farmaco em diferentes matrizes (SAGAN et al., 2005; WANG; LEUNG,
2009; ELKHOUDARY; SALAM; HADAD, 2016; KATSIDZIRA; WESSELS;
AUCAMP, 2016; LIN et al., 2018). A Tabela 2 apresenta a relacdo dos solventes e suas

respectivas proporcdes utilizadas nos ensaios preliminares.
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Tabela 2 - Relacdo de solventes e proporcdes utilizadas nos ensaios preliminares para escolha da fase
moével de método analitico para quantificagdo de espiramicina | em comprimidos por CLAE.

Solventes

Proporgéo (%)

Tampdo acetato pH 4,1:Metanol

Metanol:Agua

Acido Fosférico 0,1%:Metanol

Metanol

10:90 (viv)
20:80 (v/v)
30:70 (viv)
40:60 (v/v)
50:50 (v/v)

40:60 (v/v)
60:40 (v/v)
80:20 (v/v)

50:50 (v/v)
60:40 (v/v)
90:10 (v/v)

55:45 (viv)
60:40 (v/v)
65:35 (V/V)
70:30 (v/v)
75:25 (V/IV)

100

Fonte: Da autora (2021).

Ao realizar os ensaios, todas as fases moéveis foram devidamente filtradas a vacuo

por meio de membrana (Milipore®) e levadas ao ultrassom por 30 minutos para possivel

desgaseificacdo das mesmas.

5.2.3 Otimizacdo multivariada

A abordagem experimental para otimizacdo de condi¢des cromatograficas foi
realizada de acordo com a literatura (MONTGOMERY, 2002), onde foi realizado

inicialmente um planejamento fatorial completo 23, cujos fatores e niveis estdo

representados na Tabela 3.
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Tabela 3 - Fatores e seus niveis empregados na construcdo de planejamento fatorial completo 23 para
otimizacdo de condicBes cromatograficas de método analitico para quantificacdo de
espiramicina | em comprimidos por CLAE.

Nivel dos fatores

Fatores ]
Menor (-) Maior (+)
F1 - Metanol (%) 35 40
F2 - Vazao (mL/min) 0,8 1,2
F3 - Temperatura (°C) 30 40

Fonte: Da autora (2021).

Neste tipo de experimento, os fatores sdo examinados em dois niveis, o nivel mais

alto, codificado com o sinal positivo (+) e o nivel mais baixo, codificado com o sinal

negativo (-). Estes trés fatores foram inicialmente selecionados porque normalmente

influenciam significativamente nas separacfes cromatograficas. Além disso, seus niveis

foram selecionados com base em alguns experimentos preliminares, onde se observou

separacdes razoaveis proximas destes valores.

A partir da definicdo dos fatores e seus niveis, foram realizados oito experimentos

utilizando um planejamento fatorial completo 23 em duplicata, em ordem aleatéria, de

acordo com a matriz de planejamento apresentada na Tabela 4.

Tabela 4 - Planejamento fatorial 23 utilizado na otimizagdo de condigGes cromatograficas de método
analitico para quantificacdo de espiramicina | em comprimidos por CLAE.

Ensaio Fl . F2 . F3
Metanol (%) Vazao (mL/min) Temperatura (°C)
1 - - -
2 - - +
3 - + -
4 - + +
5 + R _
6 + - +
7 + + -
8 + + +

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: F = fator.

As respostas analiticas buscadas na otimizacdo da metodologia foram: maior

resolucdo entre as bandas cromatograficas, maior nimero de pratos teoricos, menor

tempo de corrida e assimetria mais proxima de 1,0.
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Posteriormente, empregou-se o calculo de funcdo de desejabilidade proposto por
Derringer e Suich (DERRINGER; SUICH, 1980). Neste tipo de abordagem, as respostas
obtidas em diferentes grandezas yi, (i = 1, 2, ... m) foram dimensionadas em uma mesma
escala (di), que varia entre 0, para respostas indesejaveis e 1 para as respostas buscadas. As
equacBes abaixo descrevem as formulas utilizadas para obtencdo das funcdes de
desejabilidade parcial:

di ={0,seyi <a; [(yi-a)/(b-a)],sea <yi < b; 1,seyi > b} 1)

em que: yi = resposta observada; a = limite inferior e b = limite superior.

di={1,seyi <a; [(yi- b)/(a-b)],sea <yi < b; 0,seyi = b} (2)

em que: yi = resposta observada; a = limite inferior e b = limite superior.

A equagdo 1 ¢ descrita como do tipo “maior ¢ melhor”, ou seja, ela ¢ utilizada quando
se busca respostas analiticas com os maiores valores. Neste estudo, esta formula foi utilizada
nas resolucdes entre as bandas cromatograficas e pratos tedricos. Ja a equacao 2 é descrita
como do tipo “menor melhor”, ou seja, ela € utilizada quando se busca respostas com valores
menores. Neste estudo, ela foi utilizada no tempo de corrida e assimetria, buscando a
obtencdo de um menor tempo de analise e valores de assimetria mais proximos de 1.

Apbs as funcbes foram definidas para cada resposta de interesse, uma funcdo de
desejabilidade global (D) foi calculada pela média geométrica das funcBes de desejabilidade
individuais. Portanto, D foi calculado como a raiz enésima do produto das fungbes de
desejabilidade individuais. Valor de D préximo de 1 indica que a combinacdo dos diferentes
critérios € 6tima e as respostas estdo proximas aos valores desejados.

As respostas analiticas obtidas foram entdo utilizadas para construcdo do diagrama de
Pareto utilizando software Statistica versdo 7.0 (StatSoft Inc.®, Tulsa, Oklahoma, EUA).

Apos analise do diagrama de Pareto, uma otimizagéo final foi realizada, utilizando
a Matriz de Doehlert com dois fatores, a qual compreende 7 condigfes, com um ponto
central realizado em triplicata (FERREIRA et al., 2004). Entretanto, neste segundo
estudo, utilizou-se somente resolucdo (maior € melhor) e tempo de corrida (menor &

melhor) para calculo da funcdo de desejabilidade global (D). Os fatores utilizados na
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otimizacdo final e seus niveis foram: vazdo da fase movel (0,5; 0,8 e 1,1) e proporgéo
demetanol utilizado na fase movel (29%, 31%, 33%, 35% e 37%). Os experimentos

foram realizados segundo a Tabela 5, demonstrada abaixo:

Tabela 5 - Matriz de Doehlert utilizada na otimizacdo final do método analitico para quantificagdo de
espiramicina | em comprimidos por CLAE.

Ensaio Vazdo da fas_e movel Proporcao d,e metanol da
(mL/min) fase movel (%)
1 (triplicata) 0,8 33
2 0,8 29
3 1,1 31
4 0,8 37
5 0,5 35
6 0,5 31
7 11 35

Fonte: Da autora (2021).

A partir da matriz de Doehlert, foi aplicada a metodologia de superficie de
resposta, a fim de otimizar os niveis dos dois fatores. Esta metodologia se baseia na
construcdo de um modelo matematico empirico, que geralmente emprega funcdes
polinomiais lineares ou quadraticas para descrever o sistema estudado e,
consequentemente, ddo condi¢bes de explorar o sistema até sua otimizacdo (TEOFILO;
FERREIRA, 2006).

A superficie de resposta foi construida por meio do software Statistica versdo 7.0
(StatSoft Inc.®, Tulsa, Oklahoma, EUA).

5.3. CONDICOES CROMATOGRAFICAS APOS OTIMIZACAO

Apos a otimizacdo da metodologia, a anélise por CLAE foi realizada utilizando &cido
fosforico 0,1% (pH 2,1) e metanol (67:33, v/v) como fase movel, fluxo de 1,0 mL/min, coluna
NST C-8 (250 mm x 4,6 mm x 5 pm) como fase estacionaria, deteccdo em 232 nm e volume

de injecéo de 20 pL.



53

5.4 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

A validacdo do método analitico por CLAE para avaliacdo de teor de espiramicina |
foi conduzida segundo a Resolu¢do-RDC n°166, de 24 de julho de 2017, com determinacéo,
dos parametros de seletividade por pureza do pico cromatografico e efeito matriz, linearidade,
precisdo, exatidéo, robustez, limite de quantificacdo e limite de deteccéo.

5.4.1 Preparo das solugdes estoque para o ensaio cromatografico

As solugdes estoques utilizadas nos ensaios de validacao estdo descritas a seguir:

- Solucdo padrédo: foram pesados exatamente 10 mg de espiramicina SRC (contém
95,3% de espiramicina 1), transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL, adicionou-se cerca
de 30 mL do solvente metanol, levou-se ao ultrassom por 20 minutos e completou-se 0
volume com o mesmo solvente.

- Solucdo amostra: vinte comprimidos do medicamento referéncia foram pesados
individualmente e determinou-se 0 peso médio. Os comprimidos foram triturados e do po
resultante foram pesados exatamente 41,1 mg (0,1 peso médio) que foram transferidos para
baldo volumétrico de 50 mL e adicionou-se cerca de 30 mL de solvente metanol
(concentracdo de 822 u.g/mL). Em seguida, as solu¢Bes foram levadas ao ultrassom por

20 minutos e o volume foi completado com solvente metanol.

5.4.2 Seletividade

5.4.2.1 Pureza de pico

A seletividade do método analitico foi comprovada avaliando a pureza dos picos
cromatograficos de espiramicina I, obtidos a partir de analises por CLAE de solucbes de SRC
e de amostras.

A partir do preparo da solugédo estoque no item 5.4.1, transferiu-se 5,0 mL da solucéo
padrdo para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com o solvente
metanol:dgua (50:50, v/v), para concentracdo final de 95,3 pg/mL de espiramicina I. Para
solugdo amostra, transferiu-se 1,0 mL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o

volume com o solvente metanol:agua (50:50, v/v). Os procedimentos foram realizados em
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triplicata sendo que as solugdes de trabalho foram preparadas de forma independente. Além
disso, foram filtradas em filtros PTFE 0,45 pum e analisadas por CLAE com detector de DAD
(Detector Array Diode).

5.4.2.2 Efeito Matriz

A seletividade do método para matrizes complexas é avaliada pelo efeito matriz. Na
auséncia da matriz sem o analito, a determinacdo é feita por meio da comparacéo entre a
inclinacdo (coeficiente angulares) da curva analitica da SRC do analito com a inclinagdo da
curva da amostra fortificada com a SRC do analito (INMETRO, 2020).

A curva analitica da SRC do analito foi construida em seis niveis de concentracdo em
triplicata e de forma independente, seguindo as mesmas condicBes do estudo de linearidade.
Portanto, sera descrita no item 5.4.3.

A curva da amostra fortificada com a SRC do analito foi preparada em triplicata de
forma independente, e o preparo de solucdo estoque estd descrito no item 5.4.1. As
subsequentes diluicdes foram feitas a partir da transferéncia de 1,0 mL da solucdo estoque
da amostra para bal6es volumétricos de 10 mL e adicionaram-se concentracdes
conhecidas de SRC do analito na amostra, conforme demonstrado na Tabela 6. O volume
das solucdes finais foi completado com metanol e agua (50:50, v/v) e todas as solu¢fes foram

filtradas em filtros PTFE 0,45 um antes das leituras.

Tabela 6 - Preparo da curva da amostra fortificada com a SRC para estudo de efeito matriz de método analitico
para quantificagcdo de espiramicina I em comprimidos por CLAE.

Nivel de Volume adicionado de solucdo de| Concentracao adicionada de
concentragéo SRC do analito (mL) SRC do analito (ug/mL)
1 3,5 148,91
2 4,0 158,44
3 4,5 167,97
4 5,0 177,50
5 6,0 196,56
6 6,5 206,09

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: SRC = Substancia de referéncia certificada.

As solucdes de SRC do analito e de amostras fortificadas com a SRC do analito (Notal

= 36) foram quantificadas por CLAE e, a partir das curvas obtidas, comparou-se
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estatisticamente a inclinagdo das mesmas. O paralelismo das retas é indicativo de auséncia de

interferéncia dos constituintes da matriz.

5.4.3 Linearidade

A linearidade do método foi demonstrada por meio da capacidade de se obter
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracéo de um analito na amostra. Além
disso, a relacao linear foi avaliada em toda a faixa estabelecida para o método. Dessa maneira,
a partir do preparado das solucGes estoque de padrdo no item 5.4.1, com o auxilio de uma
bureta de 25 mL, procedeu-se as diluicbes das solucGes, conforme Tabela 7, transferindo para
baldes volumétricos de 10 mL e completando o volume com o solvente metanol e agua
(50:50, v/v). Foram preparadas trés réplicas para cada concentracdo com amostras

independentes.

Tabela 7 - Preparo das solugdes de espiramicina SRC para estudo de linearidade de método analitico para
quantificacdo de espiramicina | em comprimidos por CLAE.

Volume da solucéo padrdo | Concentracdes de espiramicina |

Nivel de concentracao

(mL) (ng/mL)
1 3,5 66,71
2 4,0 76,24
3 4,5 85,77
4 5,0 95,3
5 6,0 114,36
6 6,5 123,89

Fonte: Da autora (2021).

As solucdes de espiramicina SRC (n = 18) foram quantificadas por CLAE e, a partir
das trés curvas obtidas, construiu-se a curva analitica plotando os valores individuais das
areas dos picos cromatograficos em funcdo das concentracdes medidas. Em seguida,
determinou-se a equacgdo da reta; o coeficiente de correlagcdo (r); o teste F e ANOVA de
minimos quadrados para analise das variancias e significancia do coeficiente angular; teste de

Cochran e estatistica de regressao.

5.4.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico deve ser obtida por meio do grau de

concordancia entre os resultados individuais do método em estudo em relagdo a um valor



56

de referéncia. Dessa maneira, para determinacdo da exatiddo utilizou-se a abordagem
contemplando o intervalo linear do método analitico com concentragdes baixa (70%), média
(100%) e alta (130%) da curva de calibracdo, em triplicata e avaliada pelo teste de

recuperacao.

5.4.4.1 Preparo da SRC de espiramicina

A partir do preparo das solucGes estoque de padréo (item 5.4.1), volumes de 3,5; 5,0 e
6,5 mL foram adicionados as solu¢Bes de amostras em balbes volumétricos de 10 mL,
totalizando solugdes com concentracdes de espiramicina | adicionadas a 66,71 pg/mL, 95,3

pg/mL e 123,89 pg/mL. O procedimento foi realizado em triplicata e de forma independente.

5.4.4.2 Preparo das soluges amostra

A partir da solucdo estoque amostra (item 5.4.1), transferiu-se aliquota de 1,0 mL para
baldo volumétrico de 10 mL, adicionaram-se quantidades conhecidas de analito (espiramicina
I) e completou-se o volume com o solvente metanol e &gua (50:50, v/v), conforme
demonstrado na Tabela 8. As solugbes foram filtradas em filtros PTFE 0,45 pum antes das

leituras. O procedimento foi realizado em triplicata e de forma independente.

Tabela 8 - Preparo das solucdes para realizacdo do teste de exatiddo do método analitico para quantificacdo de
espiramicina | em comprimidos por CLAE.

Solugo Concent_ra.géo de espiramicina | Concentracéo Final
adicionada (pug/mL) (ng/mL)
A - 82,2
SRC adicionada em A (70%) 66,71 148,91
SRC adicionada em A (100%) 95,3 177,50
SRC adicionada em A (130%) 123,89 206,09

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: A= amostra; SRC= substancia de referéncia certificada.
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O percentual de recuperacdo foi calculado por meio da seguinte férmula:

% R . Ca —Cna
ecuperaca0 = ————
0 pera¢ Cp
Em que,

Ca: Concentracdo de amostra adicionada de espiramicina | (experimental);
Cna: Concentragdo de amostra ndo adicionada de espiramicina I;

Cp: Concentracdo tedrica de espiramicina | adicionada.
5.4.5 Preciséo

A precisdo foi analisada pelos niveis de repetibilidade e precisdo intermediaria. A
repetibilidade foi avaliada pela analise de seis solugdes amostra de espiramicina comprimidos
(100%), preparadas no mesmo dia e sob as mesmas condicGes experimentais. Calculou-se o
desvio padrdo relativo entre as determinacbes a partir da férmula abaixo. A precisao
intermediaria foi avaliada pela repeticdo do procedimento em dois diferentes dias, por dois

diferentes analistas.

DP
DPR =

1
CMDx 00

Em que:
DP = desvio padréo;
CMD = concentracdo média determinada.

5.4.6 Robustez

Foi avaliada a partir do teste de robustez de Youden e Steiner (YOUDEN; STEINER,
1975), no qual foram empregadas sete variaveis que podem interferir no resultado analitico,
com posterior analise de dados. As variaveis selecionadas foram: fluxo da fase mével, lote da
coluna cromatografica, marca comercial do metanol, pH da fase movel, proporcéo de metanol
na fase movel, o tempo de sonificacdo das solugcbes e temperatura do forno no sistema
cromatogréafico. As condi¢Ges normais das varidveis foram indicadas por letras maidsculas A,

B, C, D, E, F e G e seus valores alternativos indicadas pelas correspondentes letras
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minusculas a, b, c, d, e, f, e g (TABELA 9). A partir dos resultados obtidos no ensaio, foram
calculados o percentual de recuperacdo e, em seguida, foi estimado o efeito de cada varivel
pela diferenca entre a média dos resultados das quatro analises com a letra mailscula e a
média dos resultados das quatro analises com a letra minascula. Tendo em vista o desvio
padrdo entre os oitos resultados, os valores de efeito maiores do que o produto do desvio
padrao pela raiz quadrada de dois (sv2) foram considerados significantes e, portanto, alteram

a resposta analitica.

Tabela 9 — Variaveis e seus niveis usados no estudo de robustez do método desenvolvido por CLAE, para
quantificacdo de espiramicina |, de acordo com o teste de robustez de Youden e Steiner.

Condigdes| CondicOes Condicdes experimentais
Variavel nominais | alternativas |1 2 | 3 |4 | 5|6 ]| 7|8
pH da fase movel 2,1 (A) 2,3 (a) A a A a A a A a
Proporcdo de MeOH (%) 33 (B) 35 (b) B B b b b b B B
Lote da coluna 1(C) 2 (c) C ¢c C ¢ ¢ C ¢ C
Temperatura do forno (°C) 30 (D) 25 (d) D d d D D d d D
Fluxo (mL/min) 1(E) 0,8 (e) E e e E e E E e
Marca do metanol Exodo (F) Analitica() F F f f F f f F
Sonificagdo (min) 20 (G) 15 (g) G G g G g G g g

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: MeOH = metanol.

5.4.7 Limite de deteccéo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo é definido a partir da menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, contudo, ndo necessariamente quantificado, sob as
condicdes experimentais estabelecidas. Dessa forma, a determinacdo foi baseada em
parametros da curva analitica utilizando a equacdo abaixo, indicada pela RDC n°166
(ANVISA, 2017):

3,3.0

LD =
IC

Em que:
IC = inclinagdo média das trés curvas analiticas obtidas no estudo de linearidade;

o = desvio padrdo residual da linha de regresséo.
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O limite de quantificacdo é definido a partir da menor quantidade do analito em uma
amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicGes
experimentais estabelecidas. Logo, a determinacdo foi baseada em parametros da curva
analitica utilizando a equacdo abaixo, indicada pela RDC n°166 (ANVISA, 2017):

Em que:
IC = inclinacdo meédia das trés curvas analiticas obtidas no estudo de linearidade;

o = desvio padrdo residual da linha de regresséo.

5.4.8 Estudo de estabilidade das solucbes

A estabilidade das solugbes foi avaliada durante a validagdo do método em
desenvolvimento (ANVISA, 2017). Dessa maneira, solugbes amostra e padrdo de
espiramicina I em metanol a 95,3 pg/mL foram armazenadas em refrigerador a
aproximadamente 4 °C. A area do pico cromatografico da espiramicina | foi verificada no
intervalo de 0, 24 e 48 horas ap6s a preparacdo. Em seguida, foram plotados gréaficos das
respostas analiticas em funcdo do tempo e realizado uma analise estatistica de regressdo. Caso
a regressdo ndo seja significativa, demonstra que as areas sdo estatisticamente iguais,

comprovando a estabilidade das solugdes nas condic¢des analisadas.

5.5 DOSEAMENTO MICROBIOLOGICO

5.5.1 Desenvolvimento do ensaio microbiolégico

Foram realizados ensaios preliminares para o desenvolvimento do método

microbioldgico para determinacéo de poténcia de espiramicina em comprimidos. A tabela 10

apresenta os parametros estudados.
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Tabela 10 — Pardmetros testados para a otimizacdo do ensaio microbiol6gico por difusio em &gar para
determinacdo de poténcia de espiramicina em comprimidos.

Parametros Descricao
1,0
2,0

Concentracdo do indculo (%)

30,0; 60,0; 90,0; 120,0; 180,0;
Concentrac6es das solugdes do padréo (SRC) (ng/mL)
240,0; 270,0; 360,0; 480,0; 540,0
Agar Triptona de Soja (TSA)
Meio de cultura A (EP, 2008)

Meio de cultura

16

Tempo de incubagéo (horas) 18

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: TSA=Tryptic Soy Agar; EP, 2008 = European Pharmacopoeia, 2008;
SRC = Substancia de referéncia certificada.

Posterior a avaliacdo dos parametros pré-estabelecidos, o doseamento microbioldgico

foi validado seguindo os parametros definidos.

5.5.2 Microrganismo e inéculo

Para matérias-primas de espiramicina, a farmacopeia europeia descreve uma
metodologia por difusdo em agar para a realizacdo do ensaio microbioldgico. A partir disso,
visando definir o microrganismo revelador a ser utilizado em um método para determinacao
de poténcia em comprimidos, foi feita sugestdo e escolha pelo Bacillus Subtilis (ATCC 6633).
Foram realizados ensaios qualitativos em placas de Petri, a fim de comprovar a eficiéncia do
farmaco sob o0 microrganismo.

As cepas foram cultivadas em caldo infuso de cérebro e coracdo (Brain Heart Infusion
Broth - BHI), previamente preparado e autoclavado por um periodo de 24 horas em estufa
bacterioldgica a temperatura entre 32 e 35°C, para a ativagdo do mesmo. Apds este periodo, a
partir da al¢ada do caldo, foi realizada a inocula¢do em placas de petri contendo agar triptona
de soja, a fim de se obter o desenvolvimento de colénias em meio solido. As placas de petri
foram também incubadas por 24 horas a temperatura entre 32 a 35°C. Os meios de cultura
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foram fornecidos pelo laboratério NCQ de forma desidratada, tendo sido preparados com
agua purificada conforme as orientacdes do fabricante.

ApOs a reativacdo das cepas, colbnias foram coletadas a partir do meio sélido e
transferidas novamente para o caldo de enriquecimento BHI. Este material foi incubado por
18 horas em estufa bacterioldgica (32-35°C).

O caldo obtido apds o periodo de incubacéo foi diluido em caldo n&o inoculado, com o
objetivo de obter uma solugdo com 25 + 2% de transmitancia em comprimento de onda de
580 nm, a qual foi analisada por espectrofotometria. Apos a padronizagdo, com o auxilio de
uma pipeta volumétrica, uma aliquota de 1 mL dessa suspensdo de microrganismo foi vertida
em 100 mL de &gar triptona de soja, a temperatura adequada, que ndo prejudicasse 0

microrganismo, de modo a se obter a camada inoculada com concentracdo de 1%.

5.5.3 Execucéo do ensaio microbioldgico

Os materiais utilizados para a realizacdo do ensaio foram autoclavados em temperatura
de 121°C por tempo de 15 minutos e todos os procedimentos foram executados em gabinete
de fluxo laminar. Foram empregadas placas de petri de 100 mm x 20 mm, as quais
proporcionam maior facilidade para aplicacdo dos cilindros inoxidaveis, sem gue 0S mesmo
perfurem o meio de cultura ao fecha-las. Também foi utilizado papel Kraft para recobrir a
parte interna da tampa da placa de Petri, visando evitar goticulas de condensacdo que
prejudicassem 0 ensaio. Sobre as placas foi aplicada uma camada de 20 mL de meio de
cultura agar triptona de soja e, apds o resfriamento, aplicou-se a camada inoculada, conforme
descrito no item 2.6.2.2.

Foram dispostos e distribuidos seis cilindros de aco inoxidavel sobre a camada
inoculada de modo a formarem entre si angulos de aproximadamente 45° (FIGURA 2), sendo
que em trés cilindros foram introduzidos 200 uL das solucGes padréo de espiramicina (S1, S2
e S3) e nos demais 200 pL de solugdes trabalho (T1, T2 e T3).
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Figura 2 — Esquema do ensaio microbioldgico pelo método de difusdo em agar, delineamento 3x3.

()
@ @

Fonte: Da autora (2021).

Legenda: disposicao das solucGes padréo (S) e amostra (T) na placa de petri, onde S; (120,0 pg/mL);
S, (60,0 pug/mL); S (30,0 pg/mL) e T (120,0 pg/mL); T2 (60,0 pg/mL); T3 (30,0 pg/mL).

O procedimento experimental foi realizado pela incubacdo das placas em estufa
bacteriologica na temperatura de 32°C + 2°C, no periodo de 18 horas. Ap6s o tempo de
incubacdo, cuidadosamente, foi realizada a medicdo dos diametros dos halos de inibicéo
formados pelo antibidtico utilizando-se paquimetro digital. Em cada ensaio os resultados
foram analisados estatisticamente e a poténcia de cada doseamento calculada. Ao término do
experimento, todo material utilizado foi autoclavado a 121°C por periodo de 20 minutos.

Para determinacdo da poténcia antibidtica sobre o microrganismo, utilizou-se a

equacdo de Hewitt descrita a seguir.

Poténcia (%) = 10Mx100
Em que:
Poténcia da amostra:
M = E
b
Inclinagéo da curva:

b_E
T
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Razao logaritmica entre as doses:
I =log(2) = 0,301

Diferenca na resposta entre as doses altas, médias e baixas do padrdo e da amostra:

F_(T3+T2+ﬁ)—(ﬁ+s_2+ﬁ)
B 3

Diferenca na resposta entre doses altas e baixas do padréo e da amostra:

E_(ﬁ+s_1)—(T_3+§)
B 4

*S = didmetro do halo do padrédo (standard); *T = didmetro do halo da amostra (solucéo trabalho).

5.6 VALIDACAO DO METODO MICROBIOLOGICO POR DIFUSAO EM AGAR

A validacdo do método microbioldgico para avaliacdo da poténcia do farmaco
espiramicina foi conduzida segundo as diretrizes da The International Council for
Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use (2005), USP
(2017), Martins et al. (2020), Mahmoudi et al. (2015) e Pinto, Lourenco (2009) com
determinacédo dos parametros de seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo. De acordo com
as farmacopeias, os limites de deteccdo e quantificagdo ndo séo requeridos para esta categoria
de ensaio.

5.6.1 Preparo das solugdes estoque para o ensaio microbioldgico

- Solucdo padrdo: foram pesados exatamente 60 mg de espiramicina SRC (contém
95,3% de espiramicina 1), transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL, adicionou-se cerca
de 30 mL do solvente metanol, levou-se ao ultrassom por 20 minutos e completou-se o
volume com 0 mesmo solvente.

- Solugdo amostra: vinte comprimidos do medicamento referéncia foram pesados
individualmente e determinou-se 0 peso médio. Os comprimidos foram triturados e do p6
resultante foram pesados exatamente 41,1 mg (0,1 peso médio) que foram transferidos para
baldo volumétrico de 50 mL e adicionou-se cerca de 30 mL de solvente metanol
(concentracdo de 822 p.g/mL). Em seguida, as solucbes foram levadas ao ultrassom por

20 minutos e o volume foi completado com solvente metanol.
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5.6.2 Seletividade

Segundo Mahmoudi et al. (2015), os testes anteriores propostos com amostra para
comparagdo com o padrdo devem detectar excipientes e/ou provaveis impurezas e, neste caso,
0 conteudo seria proposicional a inibicdo microbioldgica. Portanto, a seletividade do método
desenvolvido foi avaliada a partir da comparacdo das meédias dos didmetros dos halos de
inibicdo da solugdo de espiramicina SRC e da solugdo de espiramicina SRC adicionado aos
excipientes (PINTO; LOURENCO, 2009; MARTINS et al., 2020).

Inicialmente, preparou-se uma mistura contendo todos os excipientes declarados na
bula do medicamento referéncia. Devido a falta de informacdo especifica com relacdo a
quantidade de cada excipiente, preparou-se a mistura contendo propor¢fes de excipientes
normalmente utilizadas em comprimidos, com base em descricbes da literatura (ROWE;
SHESKEY; WELLER, 2009), de acordo com a Tabela 11.

Tabela 11 — Proporgdo dos excipientes utilizados para o preparo do placebo.

Excipiente Proporcéo (%)
Amido de milho pré gelatinizado 10,0
Celulose microscristalina 50,0
Croscarmelose Sédica 3,0
Dioxido de silicio 1,0
Dioxido de titénio 3,0
Estearato de Magnésio 5,0
Hiprolose 20,0
Hipromelose 5,0
Macrogol 6000 3,0

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: Hiprolose = hidroxipropilcelulose; hipromelose = hidroxipropilmetilcelulose.

Em seguida, pesou-se 4,2 mg da mistura de excipientes (placebo) e transferiu-se para
um baldo volumétrico de 50 mL, adicionando-se cerca de 30 mL de solvente metanol. Na
sequéncia, a solucéo foi levada ao ultrassom por 20 minutos para solubilizacdo e completou-
se 0 volume do baldo volumétrico com o mesmo solvente (gsp). A solucao estogue do placebo

foi diluida de acordo com a Tabela 12.
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A partir da solucdo estoque do placebo, transferiram-se aliquotas para baldo
volumétrico de 10 mL e adicionaram-se quantidades conhecidas de SRC de espiramicina,
completando o volume dos balbes com solu¢do tampéo pH 8,0, conforme demonstrado na
Tabela 12.

Tabela 12 — Preparo das solugdes para realizacdo do ensaio de seletividade do método microbiolégico por
difusdo em égar.

Quantidade de Padrao Concentracédo do placebo | Concentragéo total padrao +
adicionado (mL) (ug/mL) placebo (ug/mL)
0,25 4,2 34,2
0,5 8,4 68,4
1,0 16,8 136,8

Fonte: Da autora (2021).

As solucdes foram analisadas pelo método microbiolégico conforme descrito e 0s
halos de inibi¢do de crescimento medidos por meio de paquimetro digital, apds o periodo de

incubacdo. Os diametros foram comparados utilizando o teste estatistico t-student.

5.6.3 Linearidade

Para construcdo da curva analitica foram realizados nove ensaios independentes,
em trés dias consecutivos. Cada ensaio realizado foi constituido a partir de seis placas,
totalizando 54 medicdes por dose. Consideraram-se para fins de obtencdo da curva
analitica as médias dos didametros dos halos de inibicdo do crescimento obtidas pelas
solucdes padrdo de referéncia (S1, S2 e S3) em funcédo do logaritmo da dose utilizada. A
equacdo da reta para a representacdo grafica da curva analitica foi determinada pela
regressao linear.

As solucbes utilizadas para o ensaio foram preparadas a partir do item 5.6.1. As
diluigdes subsequentes foram realizadas conforme a Tabela 13 e com o auxilio de uma pipeta
volumétrica automatica, transferindo para baldes volumétricos de 10 mL e completando o

volume com o solugdo tampéo pH 8,0.
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Tabela 13 - Preparo das solucBes de espiramicina para estudo de linearidade, utilizando como solvente final
solucdo tampéo pH 8,0.

Amostras VVolume da solugdo padréo (mL) Concentragdes (pug/mL)
S1 1,0 120,0
S2 0,5 60,0
S3 0,25 30,0

Fonte: Da autora (2021).
Lengenda: S = Padrao (Standard).

5.6.4 Precisao

A precisdo do método foi determinada pela medicao dos halos de inibicdo produzidos
pela solucdo padrdo e amostra de espiramicina e expressa a partir do desvio padréo relativo
(DPR%). A repetibilidade foi avaliada realizando trés ensaios por dia (intradia) sobre as
mesmas condi¢Bes experimentais e por um mesmo analista. A precisdo intermediaria foi

determinada pela variacdo dos resultados obtidos em trés dias consecutivos (interdias).

5.6.5 Exatidao

A exatiddo do método microbiolégico proposto foi avaliada a partir da técnica de
placebo contaminado. As médias dos halos de inibicdo obtidas pelo ensaio foram aplicadas na
equacdo da curva analitica realizada no mesmo dia do ensaio e a porcentagem de recuperacao

foi calculada por meio da equagéo:

< ‘o Concentracao experiental
Recuperagdo (%) = Concentracao tedrica x 100

As solugdes estoque foram preparadas como retratado no tépico 5.6.1 e, as diluicdes
subsequentes foram analisadas pelo método microbiol6gico conforme descrito e os halos de
inibicdo de crescimento medidos por meio de paquimetro digital, apds o periodo de
incubacéo. O ensaio foi realizado em dois dias consecutivos, sendo realizadas 6 medic¢des por

dose em cada dia.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

6.1 ESCOLHA DO SOLVENTE DE METODO CROMATOGRAFICO

Para escolha do melhor solvente a ser utilizado na CLAE foram realizadas varreduras
espectrais entre as faixas de 400 nm a 200 nm, e assim observando se havia ou ndo turvagéo
elou precipitacdo da solucdo (solvente + farmaco). A Tabela 14 apresenta os resultados

observados.

Tabela 14 - Resultado das varreduras espectrais de espiramicina por espectrofotometria, utilizando diversos

solventes.

Solvente Turbidez/Precipitagéo

ACN Né&o

ACN:H20 (50:50 v/v) Néo

ACN:tampéo pH 4,1 (50:50 v/v) Né&o

ACN:tampéo pH 6,5 (50:50 v/v) Né&o

ACN:H3P040,1%(50:50 v/v) Sim

MeOH Né&o

MeOH:H.0 (50:50 v/v) Né&o

MeOH:Tampéo 4,1 (50:50 v/v) Né&o

MeOH:Tampéo 6,5 (50:50 v/v) Néo

MeOH:HsPO4 0,1% (50:50 v/v) Néo

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: ACN = acetonitrila; MeOH = metanol; H3PO4 = acido fosférico 0,1%; Tampdo 4,1 = tampéo acetato;
Tampéo 6,5 = tampao fosfato.

Observa-se que ha turvacdo somente na solucdo composta por acetonitrila e acido
fosforico 0,1% (50:50, v/v), apresentada na Figura 3. Isto comprova que essa mistura nao €
adequada para uso nas analises, pois ndo solubilizou o farmaco. Desse modo, a mistura
acetonitrila e acido fosforico (50:50, v/v) foi descartada. Os demais solventes foram
selecionados para o estudo, considerando as condic¢des de solubilidade da molécula.

Segundo a Farmacopeia Europeia (2008), a espiramicina é ligeiramente soltivel em
agua e livremente soluvel em metanol. Considerando a possibilidade de utilizacdo de
solventes menos agressivos ao meio ambiente e de menor custo, dos solventes analisados, o

metanol foi escolhido. A proporcdo metanol:agua (50:50, v/v) foi utilizada como segundo
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diluente das amostras de espiramicina, uma vez que foi satisfatoria para diluir a espiramicina

para as concentracOes utilizadas no método por CLAE.

Figura 3 — Varredura espectral do farmaco espiramicina (SRC) em diferentes solventes.
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Fonte: Da autora (2021).
Legenda: Rosa — Metanol 100%; Preto — Acetonitrila:Acido Fosforico (50:50, v/v);
Laranja — Metanol:Agua (50:50, v/v); Verde — Metanol:Acido Fosférico (50:50, v/v);
Roxo — Metanol:Tampéo Fosfato 6,5 (50:50, v/v); Azul — Metanol: Tampdao Acetato 4,1 (50:50, v/v).

6.2 OTIMIZACAO DE METODO CROMATOGRAFICO

6.2.1 Escolha do comprimento de onda

Os métodos de deteccéo espectrofotométricos sdo muito utilizados para determinagoes
qualitativas e quantitativas de compostos organicos e inorganicos. Essa metodologia baseia-se
na medida de absorbancia da luz por compostos que absorvem na regido espectral do

ultravioleta (=200 a =400 nm) e do visivel (=400 a =800 nm) por apresentarem cromoforos
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em sua estrutura. Além disso, as vantagens sdo medidas rapidas, precisas e baixo custo.
(KOCHAKIAN, 1988; ROZET, 2013).

Em vista disso, foi realizada uma varredura espectral na faixa de 400 a 200 nm com
solucéo de espiramicina SRC, na concentracdo de 20 pg/mL. O resultado obtido mostrou um
pico de maxima absorcdo em 232 nm, o qual foi utilizado para andlises posteriores, conforme
demonstrado na Figura 4.

Figura 4 - Varredura espectral de solucdo de espiramicina SRC, na concentracdo de 20 pg/mL, utilizando
metanol e gua (50:50, v/v) como solvente por espectrofotometria.
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Fonte: Da autora (2021).

6.2.2 Escolha da fase moével

Primeiramente foi realizado um levantamento bibliografico das metodologias
utilizadas em ensaios cromatograficos para espiramicina. Na Tabela 15 encontram-se
alguns trabalhos apresentando a fase movel utilizada, a fase estacionaria e o tipo de
deteccdo.
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Tabela 15 — Metodologias utilizadas em alguns ensaios cromatograficos para o farmaco espiramicina.

Fase Estacionéria Fase Movel Deteccéo Referéncia
C8 Tampdo fosfato 0,1 M, pH )
UV —-232 nm Linetal., 2018
(250 mm x 4,6 mm, 5 pm) 6,0/ACN
C18 Tampdo fosfato 0,2 M, pH Katsidzira, Wessels
UV- 232 nm
(150 mm x 4,6 mm, 2.6 um) 8,3/H,O/ACN e Aucamp, 2016
C18 Tampdo fosfato 50 mM, pH Elkhoudary, Salam
UV- 242 nm
(250 mm x 4,6 mm, 5 um) 4,27/MeOH e Hadad, 2016
C18
(50 mm x 2,0 mm, 120 A)
, ACN/1% CH;0,/H,0 (ESI-MS/MS) Wang e Leung,
pré-coluna: C18 2009
(20 mm x 2,0 mm, 120 A)
C18
ACN/H>0/CH0- (LC-MS/MS) Sagan et al., 2006

(150 mm x 4,6 mm, 5 pm)

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: ACN = acetonitrila; MeOH = metanol; H,O = dgua purificada; CH,O, = &cido férmico.

Em seguida, foram realizadas corridas cromatogréaficas com as propor¢fes de
fases moveis apresentadas na Tabela 2 do item 5.2.2. A propor¢do de cada ensaio fora
aplicada a partir de estudos preliminares na literatura, como também a partir dos
resultados obtidos pelas corridas realizadas. Os resultados estdo demonstrados na Figura
5.
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Figura 5 — Cromatogramas para escolha da fase movel para o0 método de quantificacdo de espiramicina |
(seta verde).
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Fonte: Da autora (2021).
Legenda: ACN = acetonitrila; MeOH = metanol; H3PO,4 = 4cido fosférico 0,1%;
Tampéo 4,1 = tampao acetato; Tampao 6,5 = tampdo fosfato.
1) MeOH:H0 (50:50, v/v);
2) ACN:H3PO4 0,1% (50:50, viv);
3) MeOH:Tampéo 4,1 (50:50, v/v);
4) H3PO4 0,1%:MeOH (50:50, v/v);
5) MeOH 100%.

Na Figura 5 é possivel observar que utilizando acido fosférico 0,1% e metanol
(50:50, v/v) houve uma separacdo razoavel de espiramicina | das suas impurezas e
substancias relacionadas. A partir disso pressupds-se que a mistura acido fosforico e
metanol seria adequada para ser utilizada como fase movel para as analises
cromatograficas.

Simultaneamente ao ensaio cromatografico, foi realizada analise das
caracteristicas fisico-quimicas da molécula. De acordo com o programa ChemSketch

(ACD/Labs Software 6.0, 2018), o pKa dos grupos basicos nitrogénio da amina terciaria
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e nitrogénio da lactona da molécula de espiramicina possuem valores de 8,62 + 0,60 e
7,40 = 0,70, respectivamente. Além disso, o gréafico de logD apresentado na figura 6
demonstra que a espiramicina possui maior lipofilicidade entre pHs 8,0 e 13,0. Sendo
assim, em sistemas de fase reversa, o ideal seria trabalhar com fases moveis que
propiciassem pHs acima de 8,0, para uma maior interacdo entre a espiramicina e a fase
estacionéria, permitindo uma separacdo eficiente. Entretanto, ha dois inconvenientes de
se utilizar fases moveis com altos valores de pHs: i) degradacdo ou diminuicdo da vida
uatil de colunas convencionais, cujas fases estacionarias normalmente se degradam em
pHs basicos e ii) provavel necessidade de se utilizar grandes quantidades de metanol ou
acetonitrila na fase mdvel, uma vez que a espiramicina provavelmente ira interagir
fortemente com fases estaciondrias reversas em pHs altos (logD = 3,20). A observacéo da
Figura 6 também nos permite verificar que, na faixa de pHs entre 6,0 e 8,0, havera
diferentes proporcdes de espiramicina ionizada e ndo ionizada dependendo do pH, sendo
necessario o tamponamento da fase mdvel, para que ndo haja variacdes de tempos de
retencdo em funcdo de oscilagdes de pHs. Entretanto, o tamponamento de fases méveis
afeta a vida atil de colunas e pode causar entupimentos frequentes no sistema de
cromatografia a liquido. Considerando ainda a Figura 6 e as propriedades fisico-quimicas da
molécula, nota-se que em pHs abaixo de 5,0 a espiramicina se encontra majoritariamente na
forma ionizada e, consequentemente, com menores valores de logD (menor lipofilicidade),
apresentando menor interacdo com fases estacionarias reversas, sendo necessario utilizar
menores proporcdes de metanol na fase movel para eluir a espiramicina do que em pHs mais
altos. Sendo assim, optou-se pelo &cido fosférico 0,1% pH 2,1 e metanol para anélises
cromatograficas de espiramicina, uma vez que essa composicao de fase movel ndo utiliza
sistema de tamponamento e requer menores volumes de solventes organicos, 0s quais sdo
caros, toxicos e agressivos ao meio ambiente. Com relacdo a fase estacionaria, a coluna C-8
foi selecionada por apresentar menor cadeia hidrofobica do que a coluna C-18. Portanto,
colunas do tipo C-8 apresentam maior interacdo com a espiramicina em pHs &cidos, o que foi
confirmado experimentalmente.

Na sequéncia, fez-se necessario determinar qual seria a proporcdo adequada de
metanol na fase moével, além das outras condi¢6es como a temperatura e fluxo. Entdo, a partir

disso, foi realizada uma otimiza¢do multivariada das condi¢fes cromatogréaficas.
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Figura 6 - Grafico representativo de logD (coeficiente de distribuicdo) da espiramicina.
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Fonte: Da autora (2021).

6.2.3 Otimizacdo multivariada

O modo mais comum para otimizacdo de condigdes experimentais é o univariado, em
que se avalia uma variavel por vez, enquanto as demais sdo mantidas constantes. No entanto,
este modo indica somente 6timos locais e requer uma grande quantidade de experimentos,
além de ndo identificar interacdes entre as variaveis. Ja a otimizacdo multivariada utiliza
planejamentos experimentais, nos quais as variaveis sdo alteradas simultaneamente, assim
possibilitando obter 6timos globais com reducdo do numero de experimentos e identificacdo
da influéncia das interac6es (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

O primeiro passo para a constru¢do de um planejamento experimental € determinar as
variaveis independentes (fatores) e as varidveis dependentes (respostas) de interesse no
estudo. A etapa seguinte é determinar o tipo de planejamento mais apropriado, que depende
do objetivo que se deseja atingir com os experimentos (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

Com objetivo de determinar quais fatores tém influéncia significativa na resposta, a
metodologia analitica foi otimizada de forma multivariada, a fim de se obter um método de
analise capaz de separar a espiramicina | de suas impurezas no menor tempo de corrida
possivel, utilizando apenas os recursos disponiveis no laboratério, sem a necessidade de
adquirir colunas ou equipamentos cromatograficos mais caros.

Conforme descrito no item 5.2.3, inicialmente foi realizado um planejamento fatorial
completo 23. A partir dos resultados de resolugdo, pratos tedricos, tempo de corrida e
assimetria obtidos em cada condicdo descrita na matriz de planejamento, calculou-se a fungéo

de desejabilidade global (D). Os resultados estdo descritos na Tabela 16.
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jamento fatorial 22 utilizado para otimizacdo do método analitico para

determinacdo de espiramicina | em comprimidos por CLAE.
F1 F2 F3 -, -
Ensaio | Metanol Vazdo Temperatura Resposta Analitica Media das
(%) (mL/min) C) (D) respostas (D)
Resposta Resposta
1 2

1 0,3381 0,3598 0,349
2 0,3569 0,4612 0,409
3 0,3541 0,3767 0,365
4 0,3017 0,3502 0,326
5 0,3504 0,4148 0,383
6 0,3255 0,4073 0,366
7 0,2487 0,2776 0,263
8 0,1784 0,1652 0,172

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: F = Fatores;

D = Funcdo de desejabilidade global.

As respostas analiticas obtidas foram entdo utilizadas para constru¢do do diagrama de

Pareto através do software Statistica versdo 7.0 (StatSoft Inc.®, Tulsa, Oklahoma, EUA). Os

resultados estdo descritos na Figura 7.

222222

Fonte: Da autora (2021).

Legenda: Diagrama de pareto de efeito
Varl = porcentagem de metano
r3 = temperatura do forn

s padronizados; Var = Variavel; Es

timativa do efeito padronizado.
I na fase mével; Var2 = vazéo de fase mével,

o0 da coluna (°C).
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O diagrama de Pareto é um grafico de colunas que indica quais sdo os fatores que
influenciam significativamente na resposta analitica, por meio de célculo de efeitos. Quando
valores absolutos de efeitos obtidos s&o maiores do que o erro estimado (indicado pela linha
vermelha tracejada na Figura 7, isto indica que estes valores tém influéncia na resposta
analitica. Os efeitos positivos indicam que 0 aumento nos seus niveis produz o aumento na
resposta analitica e efeitos negativos indicam que a resposta analitica tende a diminuir com o
aumento nos seus niveis (inversamente proporcional).

A partir dos resultados demonstrados no diagrama de Pareto, conclui-se que a variavel
2 (vazao de fase mdvel) influencia significativamente na resposta analitica, pois o efeito foi
maior do que o erro estimado. Além disso, o efeito foi negativo, o que indica que a resposta
analitica aumenta com diminuicdes na vazao.

Outro fator que influenciou significativamente na resposta analitica foi a variavel 1
(porcentagem de metanol na fase mdvel). Considerando que o efeito também foi negativo,
pode-se concluir que menores porcentagens de metanol na fase mével produzem maiores
respostas analiticas.

Com relacdo a temperatura do forno, a mesma ndo influenciou na resposta analitica.
Portanto, fixou-se a temperatura em 30°C para 0s experimentos posteriores.

Considerando a significativa influéncia da vazdo e da porcentagem de metanol na
resposta analitica, e que foi observada interacdo entre estes fatores (coluna 1by2 no diagrama
de Pareto), realizou-se uma otimizacdo final utilizando a Matriz de Doehlert empregando 0s
seguintes fatores e niveis: vazdo da fase mével (0,5; 0,8 e 1,1) e propor¢do de metanol
utilizado na fase movel (29%, 31%, 33%, 35% e 37%). Entretanto, neste segundo estudo,
utilizou-se somente resolucdo (maior é melhor) e tempo de corrida (menor é melhor) para
calculo da funcédo de desejabilidade global (D), uma vez que todos os valores de assimetria e
pratos teoricos foram satisfatorios (assimetria proximo de 1,0 e pratos tedricos acima de

2000). Os resultados estdo descritos na Tabela 17.
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Tabela 17 - Valores obtidos pela matriz de Doehlert utilizada na otimizacdo final do método analitico para

determinacdo de espiramicina | em comprimidos por CLAE.

Vazdo da Proporcéo de
Ensaio fase movel metanol da fase Resposta analitica (D)
(mL/min) movel (%)
1 (triplicata) 0,8 33 0,616 0,4222 0,4922

2 0,8 29 0,0327

3 1,1 31 0,5041

4 0,8 37 0,1819

5 0,5 35 0,5007

6 0,5 31 0,0264

7 1,1 35 0,4271

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: D = Fungdo de desejabilidade global.

A partir da matriz de Doehlert, foi aplicada a metodologia de superficie de resposta, a

fim de otimizar os niveis dos dois fatores. Esta metodologia se baseia na construcdo de um

modelo matematico empirico, que geralmente emprega funcGes polinomiais lineares ou

quadréticas para descrever o sistema estudado e, consequentemente, ddo condigcdes de
explorar o sistema até sua otimizacdo (TEOFILO; FERREIRA, 2006). A superficie de

resposta foi construida utilizando o software Statistica versdo 7.0 (StatSoft Inc.®, Tulsa,

Oklahoma, EUA). Os resultados estdo descritos na Figura 8.

Figura 8 - Superficie de resposta para otimizacdo de método analitico para determinacdo de espiramicina | em

comprimidos por CLAE.

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: D = Funcdo de desejabilidade global; % de MeOH = proporcéo de metanol.
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A observacdo da superficie de resposta nos permite concluir que hd uma regido de
maximo em relacdo aos fatores estudados. A fim de visualizar melhor qual (is) condicdo (8es)
permite (m) a obtencdo de maior resposta analitica (D), construiu-se a curva de nivel (funcéo
fitted surface) utilizando o software Statistica versdo 7.0 (StatSoft Inc.®, Tulsa, Oklahoma,

EUA). Os resultados estdo descritos na Figura 9.

Figura 9 - Curva de nivel para otimizacdo de método analitico para determinacdo de espiramicina | em
comprimidos por CLAE.
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Fonte: Da autora (2021).
Legenda: % de MeOH = Proporcéo de metanol.

A observagdo da curva de nivel nos permite concluir que hd uma regido de méaxima
resposta com vazOes entre aproximadamente 0,8 e 1,2 mL/min e porcentagens de metanol
entre aproximadamente 31% e 34% (vermelho escuro da FIGURA 9). Além disso, a condi¢édo
que utiliza vazdo de 1,0 mL/min e 33% de MeOH na fase mdvel esta localizada no ponto
central da regido 6tima. Portanto, para que houvesse margem de seguranga, essas condicoes
foram estabelecidas, uma vez que pequenas oscilaces na vazdo ou na proporc¢ao de metanol
na fase mdvel dificilmente causariam diminuicéo na resposta analitica.

O método desenvolvido neste trabalho permitiu a separacdo de espiramicina | de suas
impurezas e substancias relacionadas em 42 minutos, com tempo de retencdo em
aproximadamente 18 minutos. Os métodos relatados na literatura descrevem a separagédo da
espiramicina | de suas impurezas e/ou excipientes em tempos de corrida variando de 10 a 160
minutos, com tempo de retencdo da espiramicina variando de 3,5 a 40 minutos. Portanto, o

método proposto possui uma analise tempo comparavel aos métodos descritos na literatura.
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Além disso, a otimizacdo multivariada possibilitou condi¢des analiticas ideais usando
recursos ja disponiveis em nosso laboratdrio, sem a necessidade de adquirir colunas ou
equipamentos cromatogréficos caros. Portanto, 0 método desenvolvido neste trabalho é uma
alternativa viavel aos métodos existentes e a estratégia de otimizacdo multivariada € uma
ferramenta extremamente Util para otimizacdo de métodos analiticos.

Sendo assim, ap06s a otimizac¢do, 0 método foi validado utilizando como fase movel:
acido fosférico 0,1% e metanol (67:33, v/v) com vazdo a 1,0 mL/min, temperatura de forno de
30 °C, coluna analitica C8 (250 mm x 4,6 mm, 5 um), comprimento de onda a 232 nm e
volume de injecdo de 20 pL. A fase movel foi filtrada em membrana (Millipore®) com poro

de 0,45 um e 47 mm de didmetro, a vacuo e desgaseificada no ultrassom durante 30 minutos.

6.3 VALIDACAO DO METODO CROMATOGRAFICO

6.3.1 Seletividade

6.3.1.1.Pureza de Pico

As corridas cromatograficas de solugdes de SRC e de amostras de comprimidos estdo
apresentadas na Figura 10.
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Figura 10 — Perfil cromatografico de solugcdes de SRC e de amostras de comprimidos com tempo de retencéo de
17,63 e 18,08 minutos, respectivamente, utilizando método por CLAE otimizado.
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Fonte: Da autora (2021).

Os resultados de seletividade por pureza do pico cromatografico de solucdes de

SRC e de amostras de comprimidos de espiramicina estdo demonstrados na Tabela 18.

Tabela 18 - Dados obtidos no ensaio de seletividade para espiramicina | por CLAE, utilizando como fase
movel: metanol e 4cido fosférico 0,1% pH 2,1 (33:67, v/v).

Amostras Impureza indice de pureza do pico
SRC 1 - 1,000000
SRC 2 - 1,000000
SRC 3 - 1,000000
Comp. 1 - 1,000000
Comp. 2 - 0,999999
Comp. 3 - 0,999999

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: SRC = Substéancia de referéncia certificada; Comp. = Comprimidos.

A Tabela 18 demonstra a pureza cromatografica do pico de espiramicina I, indicando

auséncia de interferentes e confirmando a seletividade do método analitico.
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6.3.1.2 Efeito Matriz

A avaliacdo da seletividade do método frente aos excipientes foi demonstrada pelo
preparado das trés curvas independentes da SRC de espiramicina e trés curvas independentes
de amostra fortificada com a SRC nos mesmos niveis de concentracdo da linearidade. As
corridas cromatograficas foram realizadas e os valores das areas dos picos registrados. Na

Tabela 19, estdo demonstrados os resultados dos ensaios.

Tabela 19 — Valores de areas obtidas no ensaio de efeito matriz das solugdes de SRC e de amostras fortificadas
com a SRC nas diferentes concentracdes.

Conc. de SRC Amostras fortificadas com a SRC
espiramicina |
adicionada 1 2 3 1 2 3
(ng/mL)
0 - - - 2518299 2309484 2180390
66,71 2081374 2201267 2328857 4746959 4664530 4579389
76,24 2516359 2559779 2581093 5183181 5030369 5065867
85,77 2857260 2870738 2959452 5384355 5256299 5374165
95,30 3190985 3230475 3319669 5733575 5621278 5804105

114,36 3899285 3834441 3914093 6371783 6252781 6426314
123,89 4202981 4213399 4266672 6549973 6565956 6872373

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: Conc. = Concentracdo; SRC = substancia de referéncia certificada.

A partir dos resultados das areas obtidas nas corridas cromatogréaficas, foram plotadas

seis curvas analiticas, uma para cada réplica, assim apresentadas na Figura 11.
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Figura 11 — Curvas analiticas realizadas para o ensaio de seletividade por efeito matriz utilizando método de
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Fonte: Da autora (2021).
Legenda: SRC = Substéancia de referéncia certificada.
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A partir dos resultados obtidos pelas curvas analiticas, foi feita a média dos

coeficientes angulares (y = ax+b) do analito sem matriz e da amostra fortificada com

analito. Os dados obtidos estdo expressos na Tabela 20.
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Tabela 20 - Coeficientes angulares das curvas analiticas do estudo de seletividade por efeito matriz.
Inclinacéo SRC Amostras fortificadas com a SRC
1 36751 33051
2 34673 34334
3 34210 37748

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: SRC = Substancia de referéncia certificada.

A andlise estatistica (teste t ao nivel de significancia de 5%), apresentada na Tabela
21, mostra que as médias dos coeficientes angulares tanto da SRC quanto da amostra
fortificada com o analito sdo estatisticamente iguais (p > 0,05). Em vista disso, é possivel
afirmar o paralelismo aproximado entre as retas e que os placebos ndo interferem na resposta

analitica, sendo o método seletivo para espiramicina .

Tabela 21 — Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes.

SRC Amostras fortificadas com a

Variavel 1 SRC
Média 35211,33 35044,33
Variancia 1831522,33 5893882,33
Observacdes 3 3
Variancia agrupada 3862702,33
Hipotese de diferenca de médias 0
al 4
Stat t 0,10
P(T<=t) uni-caudal 0,46
t critico uni-caudal 2,13
P(T<=t) bi-caudal 0,92
t critical bi-caudal 2,78

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: SRC = Substancia de referéncia certificada; gl = Graus de liberdade.
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Os resultados do estudo de linearidade para espiramicina | por CLAE a 232 nm,

utilizando como fase movel: metanol e acido fosférico 0,1% pH 2,1 (33:67, v/v), estdo

demonstrados na Tabela 22.

Tabela 22 - Valores experimentais obtidos no ensaio de linearidade para construcdo da curva analitica de

espiramicina por CLAE.

Concentracédo de
espiramicina | Resposta (area) Médias das areas Desvio padrédo DPR%
(ng/mL)

2275475

66,71 2277489 2281716 9120,7 0,4
2292183
2612436

76,24 2626798 2615858 9692,7 0,4
2608341
2932490

85,77 2955112 2945462 11671,3 0,4
2948785
3299227

95,30 3314600 3301156 12590,8 0,4
3289641
3941326

114,36 3940697 3954226 22890,3 0,6
3980655
4269449

123,89 4283133 4293258 30173,1 0,7
4327191

Fonte: Da autora (2021).

A partir dos resultados apresentados na Tabela 22, construiu-se o grafico das respostas

em funcdo das concentragfes do analito por meio do método dos minimos quadrados. Os

resultados estdo demonstrados na Figura 12.
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Figura 12 - Representacdo grafica da reposta analitica em funcdo da concentracdo do analito em estudo de
linearidade para determinacdo de espiramicina | por CLAE a 232 nm, utilizando como fase movel
metanol e &cido fosforico 0,1% pH 2,1 (33:67, v/v).
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Fonte: da autora (2021).

Os resultados apresentados na Figura 12 demonstram que €é possivel observar
visualmente que o meétodo para determinacdo de espiramicina em comprimidos segue
tendéncia linear.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para verificacdo de
homocedasticidade (igualdade de variancia) pelo teste de Cochran. O valor de Ccaiculado, Obtido
pela equagéo abaixo, foi de 0,477.

maior varianciaemY

soma de todas as variancias emY

Este valor € menor do que 0 valor Ciabelado (OU Ceritico) para 6 pontos e 3 réplicas
(0,616). Portanto, € aceitavel a hipdtese nula de que as variancias sao estatisticamente iguais
(dados homocedasticos). Os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para

calculo de residuos. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 23 e Figura 13.
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Tabela 23 - Valores de residuos obtidos em estudo de linearidade para determinacdo de espiramicina | por

CLAE.

Observacéo Residuos
1 -6387,99

2 -4373,99

3 10320,01

4 -4750,40

5 9611,60

6 -8845,40
7 -20019,82

8 2602,18

9 -3724,82

10 11393,76

11 26766,76

12 1807,76
13 -17154,06
14 -17783,06

15 22174,93
16 -24354,48
17 -10670,48

18 33387,52

Fonte: Da autora (2021).

Figura 13 - Plotagem dos residuos gerados pela regressdo aplicada aos dados dos ensaios de linearidade para

espiramicina | por CLAE.
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Os resultados da Tabela 23 e Figura 13 demonstram que ha comportamento aleatdrio,
ndo sendo observada nenhuma tendéncia no gréafico de residuos.

Na sequéncia, a hipdtese de que os residuos estdo distribuidos aleatoriamente em torno
da meédia, foi avaliada estatisticamente pelo teste de Shapiro-Wilk. Os resultados estdo

demonstrados na Tabela 24.

Tabela 24 - Resultados do teste de Shapiro-Wilk para estudo de linearidade para determinacdo de espiramicina |

por CLAE.
Tamanho da amostra 18
Média 0,0000
Desvio Padrdo 16368,1343
w 0,9578
p 0,5332

Fonte: Da autora (2021).

Conforme demonstrado na Tabela 24, o p-valor obtido (0,5332) foi maior do que o
nivel de significancia de 0,05. Portanto, aceita a hipdtese nula de que os dados analisados
(residuos) seguem distribuicdo normal. Os dados obtidos no estudo de linearidade foram
utilizados para calculo de residuos padronizados. Os resultados estdo demonstrados na Tabela
25.
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Tabela 25 - Valores de residuos padronizados obtidos no estudo de linearidade para determinacdo de
espiramicina por CLAE.

Observacao Residuos Padronizados
1 -0,390
2 -0,267
3 0,630
4 -0,290
5 0,587
6 -0,540
7 -1,223
8 0,159
9 -0,228
10 0,696
11 1,635
12 0,110
13 -1,048
14 -1,086
15 1,355
16 -1,488
17 -0,652
18 2,040

Fonte: Da autora (2021).

Os resultados apresentados na Tabela 25 demonstram que nenhuma das observacoes
podem ser consideradas como um “outlier”, pois todos os residuos padronizados estdo dentro
do intervalo de -3 a +3.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram avaliados por meio do teste F, na

analise da variancia (ANOVA) da regressdo. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 26.

Tabela 26 — Valores obtidos na anélise de varidncia (Anova) para ensaio de linearidade do método para
espiramicina | por CLAE.

GL SQ MQ F F de Significancia
Regressao 1 9,05E+12 9,05E+12  31797,75 8,04E-28
Residual 16 4554568949  284660559,3
Total 17 9,06E+12

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio;
Q = quadrado; *Fapelado = 4,49
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Conforme demonstrado na Tabela 26, 0 valor Fcaculado (31797,75) foi maior do que o
valor de Franelado (4,49). Dessa maneira, rejeita-se a hipdtese nula de que o coeficiente angular
é estatisticamente igual a zero.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram utilizados para calculos de equacéo
da reta, coeficiente de correlagéo (r) e coeficiente de determinacéo (R?). Os resultados estdo

demonstrados na Tabela 27.

Tabela 27 - Equacéo da reta, coeficiente de correlacéo (r), coeficiente de determinacdo (R?) a partir de dados
obtidos em estudo de linearidade para determinacdo de espiramicina | por CLAE.

Equacéo y = 35186x — 65401
r 0,9997
R? 0,9995

Fonte: Da autora (2021).

Conforme demonstrado na Tabela 27, pode-se dizer que o método € linear no intervalo
de 66,71 a 123,89ug/mL, pois o coeficiente de correlagéo obtido (0,9997) foi maior do que o
valor minimo de 0,990 estabelecido pela resolu¢do RDC n° 166 de 2017 (ANVISA, 2017).

6.3.3 Exatidao

A exatiddo foi expressa pela porcentagem de recuperacdo de espiramicina SRC
adicionada na amostra de comprimidos, considerando as faixas de 70, 100, 130% da
linearidade.

Os resultados das areas obtidas estdo apresentados na Tabela 28.

Tabela 28 - Valores de areas de picos obtidos a partir do ensaio de exatiddo para espiramicina nas amostras de
comprimidos por CLAE.

SRC 70% 100% 130%
(95.3 pg/mL) A SRC (66,71 pg/mL) | SRC (95,3 pg/mL) | SRC (123,89 pg/mL)
+A +A +A
3409353 2261947 4699157 5678347 6883525
3400245 2228489 4740240 5664619 6888066
3327888 2180390 4579389 5804105 6872373

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: A = amostra; SRC = Substancia de referéncia certificada.
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A partir dos resultados das areas dos picos cromatograficos, foram realizados calculos

para determinacédo da recuperacdo. Os dados obtidos estdo apresentados na Tabela 29.

Tabela 29 - Valores obtidos no ensaio de exatiddo do método para quantificagdo de espiramicina por CLAE.
Amostra incorporada Amostra Amostra

com SRC a 66,71 | incorporada com SRC| incorporada com

pg/mL a 95,3 pg/mL SRC a 123,89 pg/mL
99,74 97,43 101,09

% Recuperacao 101,39 97,04 101,19
94,91 100,98 100,85

% Recuperagao 98,7 98,5 101,0

média
Fonte: Da autora (2021).
Legenda: SRC = Substancia de referéncia certificada.

O valor médio de recuperacdo de 99,4% encontra-se dentro da faixa aceitavel de 98,0

a 102,0 %, nas concentracdes baixa, média e alta, demonstrando exatiddao do método.

6.3.4 Precisao

Primeiramente, a precisao foi avaliada por repetibilidade, sendo que, as analises foram
realizadas pelo mesmo analista, sob as mesmas condicBes de operacdo e mesma
instrumentacao, em uma Unica corrida analitica.

Os resultados obtidos no estudo de precisdo por repetibilidade estdo demonstrados na
Tabela 30.

Tabela 30 - Valores obtidos no estudo de precisdo por repetibilidade do método analitico para quantificacdo de
espiramicina | por CLAE.

Amostras Concentracdo de espiramicina | determinada
(100 pg/mL) (% em relacdo a quantidade declarada)
1 69,2
2 66,8
3 67,6
4 69,8
5 69,6
6 69,2
DPR % (n = 6) 1,8

Fonte: Da autora (2021).
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Em seguida, para avaliar a precisao intermediaria, o ensaio realizado anteriormente foi
reproduzido em dia diferente com operador distinto. Os resultados obtidos no estudo de
precisdo intermediaria estdo demonstrados na Tabela 31.

Tabela 31 - Valores obtidos no estudo de precisdo intermedidria de método analitico para quantificacdo de
espiramicina por CLAE.

Dia 2 — Analista 2 Concentracéo de espiramicina | determinada

(S(r)n ﬁ;t/ﬁsu (% em relacdo a quantidade declarada)
7 67,0
8 67,3
9 66,6
10 65,7
11 65,2
12 65,7
DPR % (n = 6) 1,2
DPR % (n = 12) 2,4

Fonte: Da autora (2021).

O valor de desvio padrdo relativo no ensaio de repetibilidade esta dentro do limite
recomendado de 2%. Ja na precisdo intermediaria o valor excede menos de 0,5%, 0 que

“dificilmente” implicara em algum problema na precisao do método.

6.3.5 Robustez

Os dados obtidos no ensaio de robustez e os parametros avaliados, a partir do teste
proposto por Youden e Steiner (YOUDEN; STEINER, 1975), constam da Tabela 32.
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Tabela 32 — Resultados obtidos a partir do teste proposto por Youden e Steiner (1975) para determinacdo de

robustez do método de quantificacdo de espiramicina | em comprimidos, por CLAE.

Condic¢des experimentais

Fatores 1 |2 [ 3|45 ]6] 7 | 8 |DPxy2x
pH da fase movel A a A a A a A a

Proporcdo de MeOH (%) B B b b b b B B

Lote da coluna C C C c C C c C

Temp. do forno (°C) D d d D D d d D

Fluxo (mL/min) E e e E e E E e

Marca do metanol F F f f F f f F

Sonificacdo (min) G G g G g G g g

Recuperacéo (%) 61,82 61,90 64,22 62,03 62,00 64,25 62,62 62,00 1,46

Fonte: Da autora (2021).

Legenda: D.P x V2* = Desvio padrdo multiplicado pela raiz quadrada de 2; Temp. = Temperatura.

Em seguida, apds obter os dados de recuperacdo, os efeitos de cada nivel foram

calculados e estdo apresentados na Tabela 33.

Tabela 33 — Resultado da andlise de efeitos obtidos a partir do teste de Youden e Steiner (1975), por

CLAE.

Variavel Efeito
pH da fase movel 0,12
Propor¢do de MeOH (%) -1,12
Lote da coluna 0,93
Temperatura do forno (°C) -1,28
Fluxo (mL/min) 0,90
Marca do metanol -1,35
Tempo de sonificacdo (min) -0,21

Fonte: Da autora (2021).

Segundo Youden e Steiner (1975), as

variaveis em estudo que produzirem um

efeito maior do que a raiz quadrada de dois multiplicada pelo desvio padrdo entre os

resultados (DP x V2) influenciam significativamente na resposta analitica. Observando os

resultados obtidos na Tabela 33, conclui-se que nenhum dos fatores estudados influem

significativamente na resposta analitica. Diante disso, é possivel afirmar que o método de

analise é robusto para todas as variaveis consideradas.
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6.3.6 Limite de Deteccdo (LD) e Limite de Quantificacdo (LQ)

A partir das trés curvas analiticas realizadas no ensaio de linearidade, pode-se obter os
dados de inclinacdo (coeficiente angular) e intercepto (coeficiente angular), e estes estdo

demonstradas na Tabela 34.

Tabela 34 — Valores de coeficiente angular e coeficiente linear, obtidos a partir do ensaio de linearidade
para quantificacdo de espiramicina | por CLAE.

DP residual da linha de regressao (o) Inclinacdo das curvas analiticas
33276
33252
16368,13
34070
Meédia = 33532

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: DP = desvio padrao.

Utilizando a equacdo citada no item 5.4.7, o valor obtido para limite de detec¢do do
método para quantificacdo de espiramicina em comprimidos foi de 1,61 pg/mL.
O limite de quantificacdo foi calculado a partir da equacédo citada no item 5.4.7, e 0
valor obtido para espiramicina em comprimidos foi de 4,88 pug/mL.

6.3.7 Estabilidade das solucgbes

No estudo de estabilidade das solugdes foi observado uma diferenga menor que 0,52%
nas areas dos cromatogramas da espiramicina (TABELA 35) para solucdo amostra e padréo

guardadas em refrigeracdo por 48 horas.

Table 35 — Resultados do estudo de estabilidade para amostra e padrdo das solucBes de espiramicina
armazenadas a 4°C.

Tempo (h)
0 24 48
Solugéo i} _ DPR (%)
Area de espiramicina | (mVA)
Padréo 3374945 3381867 3408449 0,52
Amostra 2250260 2234088 2229371 0,49

Fonte: Da autora (2021).
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Além disso, o estudo de regressao (TABELA 36) mostrou que ndo houve significancia
(p > 0,05) entre as areas, comprovando que a solugdes sdo estaveis quando estocadas em

refrigeracdo a 4°C por 48 horas.

Tabela 36 — Estudo de regressdo para o padrdo e amostra de comprimidos de espiramicina no ensaio de
estabilidade de solugdes.

Padrédo
| GL | sQ | MQ | F F de Significancia
Regressio 1 561259008 561259008  8,7126 0,20795
Residual 1 64419266,7 64419267
Total 2 625678275
Amostra
| 6L | SQ | MQ | F | FdeSignificancia
Regressio 1 218175161 218175161  9,97623 0,1952
Residual 1 21869504 21869504
Total 2 240044665

Fonte: Da autora (2021).

6.4 OTIMIZACAO DO METODO MICROBIOLOGICO

A principio, foi realizado um levantamento bibliografico de ensaios
microbioldgicos por difusdo em &gar para espiramicina, contudo a literatura ndo
apresenta muitos estudos deste ensaio para este farmaco. Em vista disso, os codigos
oficiais como a USP, Farmacopeia Brasileira e Farmacopeia Europeia foram utilizadas
como guia para o desenvolvimento da metodologia e o ICH, RDC n° 166 e trabalhos na

literatura como guias de validacao.

6.4.1 Desenvolvimento do ensaio microbioldgico

Foram realizados alguns ensaios preliminares com a finalidade de se determinar
qual seria a dosagem adequada para a realizacdo da metodologia, qual concentracéo
adequada de inéculo, qual meio de cultura adequado para método e, por fim, o tempo de
incubacao.

Primeiramente, foi testada uma faixa ampla de concentracdo de espiramicina a fim
de definir as concentragcbes que tivessem o melhor resultado frente ao ensaio. As

dosagens foram estabelecidas de forma que respeitassem a progressdo geométrica entre
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elas, para posterior calculo da poténcia do farmaco. Na Tabela 37 segue a media dos
valores dos halos de inibicdo de crescimento microbiano obtidos pelo ensaio

microbioldgico por difusdo em &gar para a escolha da dosagem.

Tabela 37 — Valores médios dos halos de inibicdo de crescimento microbiano obtidos em ensaio
preliminar para determinacdo da dosagem.

Concentracdo de espiramicina (png/mL) Diametro do halo (mm)”
30 11,11
60 13,55
90 20,09
120 15,60
180 16,90
240 17,78
270 17,56
360 22,59
480 17,68
540 17,63

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: "Média de seis determinagdes.

Ap6és a realizacdo preliminar do ensaio microbioldgico de difusdo em &gar, foram
plotadas curvas analiticas para avaliar a melhor combinacdo de dosagem, desde que se
respeitasse a progressdo geométrica entre as dosagens. Os graficos e as concentragdes

combinadas estdo apresentados na Figura 14.
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Figura 14 - Curvas analiticas realizadas para a determinagdo da concentracdo de espiramicina a ser
utilizada no ensaio microbiolégico de difusdo em agar.
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Fonte: Da autora (2021).

Legenda: 1: Concentracdes de 30, 60 e 120 pug/mL; 2: Concentragfes de 60, 120 e 240 ug/mL;
3: Concentracdes de 120, 240 e 480 pg/mL; 4: Concentracdes de 90, 180 e 360 pg/mL;
5: Concentracdes de 30, 90 e 270 pg/mL; 6: ConcentracBes de 90, 180 e 540 pg/mL;
7: Concentracdes de 30, 120 e 480 pg/mL.
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Considerando os coeficientes de correlagdo obtidos, as concentracdes de
espiramicina que apresentaram os melhores resultados foram: 30, 60 e 120 pug/mL, com
razdo de 2 e R?=0,9924; e 60, 120 e 240 pg/mL, com razdo de 2 e R?=0,9936. A escolha
entre os dois resultados obtidos foi feita visando a utilizacdo de uma menor dosagem, e
devido a isso definiu-se as concentragbes de trabalho em 30 pg/mL, 60 pg/mL e 120
pg/mL.

Como alternativa para o0 meio n°® 11 farmacopeico (EP, 2008), foi testado o agar
triptona de soja, meio de cultura muito empregado em ensaios de rotinas em laboratérios
de microbiologia. Dessa maneira, a partir da reativacdo de cepas de bacillus subtilis
ATCC 6633, estas foram inoculadas em placas de petri utilizando a técnica de isolamento
com estrias multiplas. Ap6s o periodo de incubagdo de 24 horas, observou-se que houve
crescimento microbiano, assim sugerindo que o meio utilizado no ensaio foi adequado.

Ao realizar o ensaio por difusdo em agar, foi testada a concentracdo do inoculo a
ser utilizada, e foi observado que os halos de inibi¢cdo ndo apresentavam uniformidade e
definicdo com in6culo a 2% (FIGURA 15). Dessa maneira, ficou definido o uso de 1 mL

de inéculo em 100 mL de meio de cultura (1%).

Figura 15 — Teste realizado na concentracdo de in6culo a 2% para a determinacdo dos parametros a serem
utilizados no desenvolvimento do método microbioldgico.

Fonte: Da autora (2021).
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Figura 16 — Teste realizado em um periodo de incubacdo de 16 horas para a determinagdo dos parametros
a serem utilizados no desenvolvimento do método microbiolégico.

Fonte: Da autora (2021).

A Farmacopeia Brasileira (2019) sugere para o ensaio microbioldgico de difusédo
em &gar um periodo de incubacdo de 16 a 18 horas. Contudo, durante a realizagdo dos
ensaios observou-se que durante o periodo de 16 horas ndo havia completa difusdo da
solucdo de antibiotico no meio, visto que ao realizar a leitura do didmetro dos halos de
inibicdo do crescimento microbiano a solucdo escorria pela placa (FIGURA 16). Devido
a isso, optou-se pelo periodo de 18 horas, onde era possivel observar uma maior difusdo
da solucdo e melhor contorno dos halos formados.

A Figura 17 ilustra uma réplica do ensaio microbiolégico de difusdo em agar
utilizando as condic¢des determinadas para o método, mostrando: a suscetibilidade do
microrganismo as dosagens escolhidas, o crescimento uniforme no meio de cultura, a
concentracédo de inoculo, e o periodo de incubacdo adequado.
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Figura 17 — Ensaio microbioldgico de difusdo em 4gar para a determinacdo dos parametros utilizados para o
desenvolvimento do método.

Fonte: Da autora (2021).

Apés a avaliacdo dos diversos parametros pré-estabelecidos no item 5.5.1
(TABELA 10), o doseamento microbioldgico foi desenvolvido e validado com os

pardmetros apresentados na Tabela 38.

Tabela 38 — Parametros utilizados no desenvolvimento e validagdo de espiramicina no ensaio microbioldgico por
difusdo em &gar.

Parametros Descricao
Microrganismo Bacillus Subtilis ATCC 6633
Meio de cultura Agar Triptona de Soja (TSA)
Solugéo diluente Solugéo tampéo fosfato pH 8,0
Concentracédo do indculo (%) 1
Concentragdes da solugdo padrdo (ng/mL) 30,0; 60,0; 120,0
Temperatura de incubacéo (°C) 35+2
Tempo de incubag&o (horas) 18

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: TSA = Tryptic Soy Agar.
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6.5 VALIDACAO DO METODO MICROBIOLOGICO

6.5.1 Seletividade

Os métodos microbiologicos sdo favoraveis pois os parametros medidos com essas
técnicas e as propriedades do medicamento usado sdo os mesmos. De acordo com Hodges
(2001), provaveis impurezas e substancias relacionadas ndo interferem, mantendo a
precisdo do método analitico. A vista disso, esses ensaios permanecem, em geral, como
padrdo para anular ddvidas quanto a uma possivel perda de atividade dos antibidticos
(MAHMOUDI et al., 2015).

O p-valor foi obtido a partir da comparacdo do diametro médio dos halos da
solucdo padrdo com o didmetro médio dos halos da solucdo do padrdo adicionado aos
excipientes, utilizando o teste t-student ao nivel de significancia de 5%. Os resultados

obtidos, a partir do ensaio, estdo expressos na Tabela 39.

Tabela 39 — Valores médios dos diametros dos halos obtidos a partir do ensaio de seletivida e sua
respectiva analise estatistica.

Concentracao Diametro dos halos de inibi¢gdo (mm) valor*

(Hg/mL) Padrio | Padrio + excipientes p-valor
9,18 9,59

30,0 9,30 9,51 0,95
10,16 9,61
10,99 10,73

60,0 10,56 10,91 0,36
11,85 10,53
13,02 12,00

120,0 12,61 12,31 0,06
13,98 11,93

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: *p-valor ao nivel de significancia de 5%.

Os dados obtidos para o ensaio de seletividade apresentaram valores adequados. Logo,
0 estudo sugere que ndo ha interferéncia dos excipientes (p > 0,05) presentes na formulacao e
gue o método desenvolvido é seletivo. Ademais, como relatado por Hodges (2001) e
Mahmoudi et al. (2015) os excipientes e as provaveis impurezas ndo interferiram na

capacidade do método de avaliar o analito.
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6.5.2 Linearidade

Os resultados das médias dos didmetros dos halos de inibicdo de crescimento
bacteriano obtidos no estudo de linearidade, em cada ensaio, para as solu¢es em diferentes

concentragdes de espiramicina solucéo padréo estdo apresentados na Tabela 40.

Tabela 40 - Valores das médias dos didmetros dos halos de inibi¢do, obtidos no estudo de linearidade, para o
ensaio microbiolégico para espiramicina solucdo padrao.

Diémetro dos halos de inibi¢cdo (mm)?

DPR DPR DPR

S3 %) S2 (%) S1 %)
10,71 12,55 14,52

Ensaio 1 10,23 2,29 12,41 0,58 14,55 0,11
10,48 12,51 14,54
Diametro médio (Intradia)® 10,47 12,49 14,54
10,48 12,31 14,27

Ensaio 2 10,48 0,77 12,31 0,93 14,40 0,51
10,62 12,51 14,28
Didmetro médio (Intradia)® 10,53 12,38 14,32
10,83 13,06 14,94

Ensaio 3 11,20 2,56 12,85 0,99 15,03 0,88
11,39 12,83 15,20
Diametro médio (Intradia)® 11,14 12,91 15,06
Diametro médio (Interdias) 10,71 12,59 14,64
DPR (Interdias) 3,48 2,08 2,31

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: Sn = Standard (Padrdo);  Média de seis determinages; ® Média dos ensaios.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 40, construiu-se a curva analitica
plotando o logaritmo da concentracdo (ug/mL) versus a média do diametro dos halos de
inibicdo (mm). Para as concentragfes de 30, 60 e 120 pg/mL, as zonas de inibigdo
correspondentes foram de 10,71 mm (DPR = 3,48 %), 12,59 mm (DPR = 2,08 %) e 14,64 mm
(DPR = 2,31 %). A equagdo da reta obtida foi y = 6.5276x + 1.0396, sendo x o logaritmo

da concentragdo e y a média do didmetro dos halos de inibicdo, conforme a Figura 18.
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Figura 18 — Representacdo grafica da resposta analitica em funcdo do log da concentragdo do analito (r2 =
0,9994) em estudo de linearidade para determinacdo de espiramicina em ensaio microbioldgico por
difusdo em agar.
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Fonte: Da autora (2021).

Os resultados apresentados acima demonstram que € possivel observar, visualmente,
que o metodo segue uma tendéncia linear dentro da faixa de concentracdo analisada. O
coeficiente de correlacdo (r = 0,9997) demonstra que ha uma correlagdo entre as medidas dos
halos de inibicdo do crescimento microbiano e o logaritmo das concentragdes utilizadas.

Os dados obtidos no estudo de linearidade foram avaliados por meio do teste F, na

analise da variancia (ANOVA) da regressao.

Tabela 41 — Valores obtidos na analise de variancia (ANOVA) para ensaio de linearidade do método para
espiramicina (SQR), por difusdo em agar.

| oL | SQ | oM | F | FdeSignificancia
Regresséo 1 7,72245 7,72245 1603,277 0,015896
Residual 1 0,004817 0,004817
Total 2 1,727267

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: SQ = soma dos quadrados; GL = graus de liberdade; QM = quadrado médio; *Fpelado = 10,13.

Conforme demonstrado na Tabela 41, o valor Fcaculado (1603,277) foi maior do que o
valor de Frnelado. Dessa maneira, rejeita-se a hipétese nula de que o coeficiente angular é

estatisticamente igual a zero.
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6.5.3 Precisao

A precisdo do método foi determinada por meio de repetibilidade (intradia) e
precisdo intermediaria (interdias) e expressa por valores de DPR (%) de uma série de

medicdes. Os valores obtidos no ensaio estdo representados na Tabela 42.

Tabela 42 — Valores de precisdo intra e interdias do método microbiolégico por difusdo em 4gar para forma
farmacéutica comprimido contendo espiramicina.

Ensaio Dia Poténcia* (%) DPR (%)

1 93,23
2 1 98,15 2,62
3 96,60
4 96,09
5 2 98,90 1,67
6 96,09
7 97,07
8 3 95,35 1,72
9 93,78

Interdias 96,14 1,93

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: *Média de 6 determinacdes.

Os resultados demonstraram valores de DPR adequados tanto nos ensaios intradia
quanto interdias, indicando a precisdo do método.

A precisdo do método, por meio dos halos de inibicdo de crescimento, com 0s
respectivos desvios padrdes relativos dos resultados dos ensaios intradia e iterdias estdo

apresentados, também, na Tabela 40 no item 6.5.2.

6.5.4 Exatidao

A exatiddo foi avaliada empregando a técnica do placebo contaminado. Os resultados
das medias obtidas dos halos de inibigdo de crescimento microbiano foram aplicadas na
equacdo da curva analitica preparada no mesmo dia do ensaio e a porcentagem de recuperacao

foi calculada por meio da equacéo descrita no item 5.4.3. Os ensaios foram realizados em dois
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dias consecutivos, tendo sido feito um total de seis medi¢6es por dose em cada dia. A Tabela

43 apresenta os valores obtidos na determinacdo da exatidao.

Tabela 43 — Valores experimentais obtidos na determinacdo da exatiddo do método microbiolégico por difusdo

em agar.
Dial Dia 2
Concentracéo Halo de DPR | Recuperacao Halo de DPR | Recuperagéo
(ug/mL) inibicdo (mm) (%) média (%) | inibicdo (mm) | (%) | média (%)
10.55 9.35
9.78 10.76
10.65 10.49
30,0 1013 3,14 92,32 9.89 4,87 101,53
10.08 10.02
10.19 10.01
12.44 12.26
12.15 12.28
12.02 12.78
60,0 1212 1,53 89,17 11.93 2,49 102,37
12 12.15
11.91 12.59
14.09 14.07
14.29 13.99
14.24 13.93
120,0 1431 1,91 97,78 14.3 2,58 94,74
14.17 14.49
14.86 14.9

Fonte: Da autora (2021).

Os resultados obtidos, a partir dos célculos, para o ensaio de exatiddo apresentaram

médias percentuais de recuperacdo de 96,93%; 95,77% e 96,26% para as concentracdes de

30,0; 60,0 e 120,0, respectivamente. Logo, observa-se que o método indica exatiddo

adequada, pois os valores se encontram dentro do limite estabelecido de 70,0 a 100,0%
(LEONARDI, 2019).
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6.5.5 Determinacao da poténcia do medicamento

Os resultados obtidos na determinacdo de espiramicina em compridos no ensaio
microbioldgico, calculados a partir da férmula descrita por Hewitt (1977), estdo

demonstrados na Tabela 44.

Tabela 44 — Valores experimentais obtidos para o doseamento de espiramicina pelo ensaio microbiol6gico
por difusdo em &gar.

Valor rotulado (MUI) | Valor encontrado (MUI) Teor (%) DPR (%)
1,45 95,99
15 1,46 97,03 0,76
1,45 95,40

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: MUI = um milh&o de unidades internacionais.

Os resultados de poténcia no ensaio tiveram teor médio de 96,14%, e com desvio
padrdo de 0,76% mostrando que o0 método €é preciso e que a poténcia de espiramicina em

comprimidos esta dentro do intervalo de teor para ensaios microbioldgicos.

6.6 RESULTADOS DE ANALISES DE AMOSTRAS COMERCIAIS PELOS METODOS
DESENVOLVIDOS

Os resultados de aplicacdo dos métodos estdo descritos nas Tabela 45 e 46 abaixo:

Tabela 45 — Resultado de teor obtido pelo método cromatografico desenvolvido.
Método por CLAE

Teor de espiramicina | (%) 72,60
DPR (%) 0,55

Fonte: Da autora (2021).
Legenda: CLAE = cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Tabela 46 — Resultado de teor obtido pelo método microbiol6gico desenvolvido.

Método microbiol6gico

Teor de espiramicinas I, I1 e 111 (%) 96,14
DPR (%) 0,76

Fonte: Da autora (2021).
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A quantidade de espiramicina | por comprimido encontrada pelo método por CLAE =
326,71 mg (DP = 1,81 mg). Considerando que a quantidade declarada de espiramicina (I, Il,
I11) é de 1,5 MUI e que, de acordo com Mahmoudi et al. (2016) 1,5 MUI de espiramicina
comprimido € equivalente a 450 mg (1,0 IU corresponde a 0,3 pg), foi encontrado um teor de
espiramicina | de 72,60% (DPR = 0,55%) em relacdo ao total de espiramicinas declaradas.
Além disso, a farmacopeia europeia (2008), especifica que a soma das espiramicinas em
matérias-primas deve ser no minimo de 90,0% o que se comprova pelo ensaio microbioldgico

por difusdo em agar.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O planejamento fatorial 2° para otimizacdo do método cromatografico demostrou
melhoria no desempenho do método analitico, reduzindo o namero de experimentos,
gastos desnecessarios de tempo e recurso financeiro trazendo beneficios positivos para
anélise de rotina.

A validacdo conduzida de acordo com a resolugdo RDC n° 166 de 2017, para o
método cromatografico mostrou seletividade frente aos excipientes da formulacao,
apresentando linearidade, além de precisdo com valores de DPR inferiores a 2,5% e exatid&o.
O método se mostrou robusto para as condic¢Ges aplicadas, apresentou baixos limites de LQ e
LD, além de apresentar estabilidade nas solugdes.

Os parametros estudados para validacdo do método cromatografico atenderam aos
conceitos sobre validacdo, comprovando sua aplicabilidade na analise de espiramicina | na
forma farmacéutica comprimidos.

O método microbiolégico por difusdo em agar foi desenvolvido e validade
considerando ser uma opcdo de baixo custo e de facil execucdo, além de ser facilmente
integrado a rotina de laboratérios de controle de qualidade. Os materiais, como 0 meio de
cultura, sdo facilmente disponiveis, uma vez que sdo amplamente empregados na rotina de
ensaios microbioldgicos.

O microrganismo utilizado, Bacillus Subtillis ATCC 6633, mostrou-se sensivel ao
antibidtico espiramicina e, também, aos meios de cultura empregados, formandode halos de
inibicdo de crescimento bem definidos e de facil mensuracdo. Ademais, métodos bioldgicos
apresentam uma vantagem pois o parametro medido e a atividade terapéutica do farmaco sao
0s mesmos (PAIM et al., 2010).

Os parametros avaliados para validar o método microbiol6gico mostraram linearidade,
sendo satisfatério para um ensaio microbioldgico que, segundo Silva (2012), possui
conhecida variabilidade inerente. A precisdo do método demonstrou ser satisfatdria quando
correlacionados os ensaios intra e interdias. Os resultados obtidos, analisando a preciséo pelo
desvio padrdo relativo das médias dos halos de inibi¢cdo, mostrou resultados diferentes entre
as solucdes de diferentes concentragbes. Em vista disso, a quantificacdo de dois ou mais
ensaios independentes podem ser estatisticamente semelhantes ainda que os valores dos halos
no ensaio sejam significativamente diferentes. Ademais, o método indicou ser exato com

valores médios recuperacgdo dentro do estabelecido.



107

Em suma, foram desenvolvidos dois métodos para espiramicina em comprimidos. Um
utilizando ensaio microbioldgico e outro fisico quimico. Ambos métodos atenderam aos
pardmetros necessarios de validacdo, e podem ser utilizados para a rotina de laboratérios de
controle de qualidade. Cada ensaio possui sua peculiaridade, logo é de escolha do laboratério

qual atendera suas necessidades e finalidade.
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