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pH 2,9: metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4 v/v), fluxo de 1,0 mL min,
coluna Agilent® Stable Bond Fenil (250 x 4,6 mm x 5 pm), deteccdo em A de 225 nm,

volume de injecdo 10 pL, temperatura de analise: 45T. .......ccccvvivniniinnniinniniiiiiinnnns 81

Figura- 26: Sobreposicao das leituras dos espectros das amostras de nitrato de

isoconazol creme em diferentes valores de pH. ......cccoooeviiiiiiiiciii e 82
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ABREVIATURAS, SIGLAS E GLOSSARIO

ANVISA
ACN
CLAE
CN

BP

DP

DPR

HPLC

ICH
INMETRO
"

LD

LQ

MP
MeOH
NI
SQT
TEA
THF
UFRGS
USP

uv

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Acetonitrila

Cromatografia liquida de alta eficiéncia
Ciano

Farmacopéia Britanica (British Pharmacopea)
Desvio padrao

Desvio padrao relativo

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (high performance liquid
chromatography)

International Conference on Harmonization

Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial
Fator de retencéo

Limite de deteccéo

Limite de quantificacao

Matéria prima

Metanol

Nitrato de isoconazol

Substancia quimica de trabalho

Trietilamina

Tetrahidrofurano

Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Farmacopéia Americana (United States Pharmacopea)

Espectrofotometria de ultravioleta
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RESUMO

A estabilidade do nitrato de isoconazol foi avaliada frente as condi¢bes de
degradacdo (hidrélise acida, alcalina e oxidativa, radiacdo UV). A matéria-prima foi
caracterizada e identificada pelos métodos disponiveis na monografia do insumo:
caracteristicas organolépticas, solubilidade, faixa de fusdo, espectrofotometria de
absorcdo molecular no infravermelho, cromatografia em camada delgada e testes
qualitativos via Umida. Para a analise do produto utilizou-se metodologia analitica
por cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccao na regido ultravioleta (UV)
em 225 nm. O processo de validacdo de metodologia analitica foi baseado de
acordo com as guias de validacdo disponiveis na literatura. As amostras foram
expostas as seguintes condi¢fes: &cido cloridrico 0,1 M, hidroxido de sédio 0,1 e 1
M e perdxido de hidrogénio 3%. A fotoestabilidade foi realizada em camara de luz
UV. Nas condi¢cdes avaliadas, o farmaco é degradado apenas em meio alcalino
(57% para a matéria-prima e 30% para o creme). Em meio fortemente alcalino (3h) o
teor é reduzido em 90%. Finalmente, diferentes solu¢fes da amostra hidrolisadas
em meio alcalino, ajustadas em diferentes valores de pH e analisadas em
espectrofotometro  ultravioleta demonstraram um ponto isosbéstico em
aproximadamente 275 nm, sugerindo que o comportamento em meio alcalino

descreve uma reagéao reversivel.
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ABSTRACT

The stability of isoconazole nitrate was evaluated under degradation
conditions: acid, alkaline, oxidative hydrolyses and UV irradiation. The raw material
was characterized and identified by the methodology available in the pharmacopeia:
organoleptic characteristics, solubility, fusion temperature range, molecular
absorption in the infrared, thin layer chromatography, and qualitative tests. For the
analysis of the product, high performance liquid chromatography with UV detector
(225 nm) was employed. The validation process of the analytical methodology was
based in accordance with the available guides of validation in literature. The samples
were exposed to the following conditions: chloridric acid (0.1 M), sodium hydroxide
(0.1 and 1 M) and hydrogen peroxide (3 %). The photostability was carried on a UV-
chamber. Under the evaluated conditions, the drug was degraded solely in alkaline
medium (57 % for the raw material and 30% for the cream). In strong alkaline
medium (3 h), the initial content is reduced in 90 %. Finally, different sample
solutions which were subjected to alkaline degradation, after pH adjustments and UV
analysis have shown the presence of an isosbestic point in 275 nm, suggesting a

reversible phenomenon in alkaline medium.
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1 INTRODUCAO

Os medicamentos séao produtos acabados cuja falta de controle de fabricacéo,
conservagao e administracdo pode gerar conseqiéncias graves aos consumidores.
Tanto no processo de desenvolvimento de novos farmacos e formas farmacéuticas
(estudo de formulacgéo, estabilidade, testes farmacoldgicos e toxicolégicos), como no
processo de fabricacdo destes medicamentos, o controle de qualidade é
indispensavel para garantir ao consumidor a alta qualidade dos produtos que
recebe’. Conseqiientemente, a validacédo de métodos analiticos tem estado em foco
e é uma exigéncia de agéncias reguladoras da area farmacéutica, assim como o0s

estudos de degradacao forgada.

A conducgédo de estudos de degradacdo forcada gera dados valiosos para
seguranca e avaliagao da poténcia de um produto. No medicamento podem ocorrer
alteracdes quimicas que podem levar a reducao da atividade terapéutica, bem como
levar a efeitos indesejados, uma vez que ha uma grande variedade estrutural nos
compostos utilizados como farmacos, muitas espécies de reacdo de decomposicdo
s&o possiveis’. Como conseqiiéncia foi publicado o Informe Técnico n°1/2008 pela
ANVISA com recomendacdes de procedimentos a serem realizados em farmacos,
quando se desconhece sua impureza ou produto de degradac&o. Assim, atualmente
sdo exigidos tais estudos das industrias farmacéuticas no momento do registro do

produto.

A descoberta de derivados imidazélicos, com atividade antifungica,
representou importante etapa na terapéutica das micoses superficiais e profundas,
nos fins da década de 60 e nos anos de 70, pela sua elevada atividade e baixa
toxicidade®. Os derivados imidazélicos s&o substancias dotadas de alta versatilidade,
possuindo amplo espectro de atividade antimicrobiana. As propriedades
antimicéticas desses derivados estdo relacionadas quimicamente a sua forma
estrutural. Os parametros essenciais para a atividade antifungica sdo a presenca de,
pelo menos, um anel imidazélico e a unido desse anel ao restante da molécula por

uma ligacdo C-N°.
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O nitrato de isoconazol (Figura 1) esta descrito como um sélido a temperatura
ambiente e seus cristais sdo brancos ou quase brancos. E praticamente insolGvel
em agua, soluvel em metanol e ligeiramente sollvel em alcool. Quimicamente
corresponde a 1-[(2RS)-2-[(2,6-diclorobenzil)oxi]-2-(2,4-diclorofenil)etil]-1H-imidazol*.
Imidazbis é uma classe de compostos aromaticos heterociclicos de derivados
imidazolicos e isésteros, anfoteros, com estrutura de anel aromatico similar, mas
com Varios substituintes®. Sua acéo farmacolégica como agente antifingico é a de

destruir fungos, suprimindo sua habilidade de crescer ou reproduzir®.

N
||(_::-
N/
Cl Q.. .. OH
3y
0O C G
Cl
Cl

Figura 1: Estrutura quimica do nitrato de isoconazol

E de suma importancia a caracterizacdo fisico-quimica do principio ativo,
possibilitando sua padronizagcdo e avaliacdo de sua pureza, tornando-o adequado
para validacdo em matrizes farmacéuticas como o creme, buscando demonstrar a

confiabilidade dos resultados das analises executadas.

Até o presente verificou-se ndo haver estudos publicados sobre a estabilidade
do nitrato de isoconazol creme na literatura cientifica consultada. Assim surgiu-nos o
guestionamento da estabilidade do nitrato de isoconazol na forma farmacéutica
creme dermatolégico e vaginal, nas condicdes recomendadas pelos O6rgaos

fiscalizadores.

Frente as situacdes expostas, julgaram-se necessarios o desenvolvimento e a
validacdo de metodologia para analise desse farmaco e de sua forma farmacéutica
bem como o estudo de degradacdo, pois os estudos realizados com a forma
farmacéutica do farmaco em questdo ndo constam na literatura pesquisada,

tampouco em compéndios oficiais, 0 presente projeto vira a contribuir para o
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conhecimento do comportamento do farmaco frente as condigbes adversas que

foram adotadas e avaliadas nos testes de degradacao forcada.

A seguir, passaremos a descrever e comentar aspectos pertinentes a
farmacos antifingicos com abordagem dos compostos imidazolicos em geral.
Caracteristicas fisico-quimicas, farmacodindmicas e farmacocinéticas do nitrato de
isoconazol também sdo descritas, relatando algumas técnicas utilizadas para sua
determinacdo. O capitulo apresenta ainda estratégias sobre avaliacdo de
estabilidade em farmacos bem como determinacdo de estudos de degradacédo
forcada e condi¢cbes de andlise, além de abordar o processo de validacdo de

metodologia analitica.

O capitulo da parte experimental descreve o0s ensaios utilizados na
qualificacdo e quantificagdo da substancia quimica de trabalho utilizada, a
metodologia analitica empregada para a preparacdo do padrdo e da amostra, as
condicbes cromatograficas utilizadas, estratégias usadas para a validacdo de
metodologia analitica e condicbes empregadas na determinacdo dos ensaios de

estresse aplicadas na matéria-prima e produto.

Na discusséo dos resultados encontram-se os valores obtidos nos ensaios da
matéria-prima utilizada como Substancia Quimica de Trabalho (SQT), os valores
encontrados para os parametros de validacdo e o0s resultados dos testes de
degradacdo forcada realizados na matéria-prima e produto (creme) do nitrato de

isoconazol.

Finalmente, o dltimo capitulo relata as principais conclusdes obtidas da
validacdo de metodologia analitica para o NI creme, bem como a discussao dos
resultados obtidos através das condi¢des de degradacdo adotadas para a andlise do

farmaco e sua forma farmacéutica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Investigar a potencialidade de degradacéo do isoconazol por decomposi¢cao
forgcada sob uma variedade de condi¢bes de estresse.

2.2 Objetivos Especificos

- Desenvolver e validar método para andlise quantitativa de nitrato de

isoconazol em creme por cromatografia liquida de alta eficiéncia.

- Submeter o farmaco (matéria-prima e NI creme) a condi¢cdes de degradacéo
forcada, correlacionando o efeito da condicdo de estresse (fotdlise, hidrélise
oxidativa e hidrélise acida e alcalina) e a taxa de decomposi¢cdo da matéria-prima e

do creme de nitrato de isoconazol.

- Avaliar a interferéncia dos produtos de degradacéo sobre o método analitico

proposto.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Farmacos Antifungicos

Os farmacos antifingicos sdo classificados em agentes quimicos classicos,
agentes quimicos atuais e em antibidticos. Os agentes quimicos classicos séo
agueles medicamentos que apresentam, de maneira geral, espectro de acéo
reduzido contra fungos, atuando como fungistatico de modo indireto ao modificar as
condicdes locais como, por exemplo, o iodo, os acidos graxos e derivados, &cido
salicilico, tolnaftato e tolciclato. Os agentes quimicos atuais sao representados pelos
imidazdis e triazois, flucitosina e alilaminas e os antibidticos representados pelos

poliénicos (anfotericina B, nistatina e natamicina) e a griseofulvina®.

Os farmacos antiflngicos exercem acées fungistaticas ou fungicidas®, direta
ou indiretamente. Os antifiangicos tém caracteristicas especiais quanto ao
mecanismo de acdo, via de administracdo, acdo em micoses superficiais e, ou
sistémicas, podendo ser classificados com base no sitio-alvo e estrutura quimica,
sendo que estes atuam em sua maioria ha membrana celular (azois, anfotericina e
nistatina), excetuando-se a fluocitosina e a griseofulvina, que atuam na sintese do

acido nucléico®.

Contrapondo-se ao grande numero de agentes antibacterianos, os agentes
antifngicos sdo em nuamero limitado. As principais familias de antifingicos
compreendem o0s poliénicos, os azolicos, tiocarbamatos, alilaminas, derivados
morfolinicos e uma miscelanea de outros agentes que incluem a 5-fluorocitosina, a
griseofulvina, entre outros. Todavia, a maior importancia recai sobre os poliénicos, a

5-fluorocitosina e os azélicos®.

®Fungicidas sdo as substancias quimicas utilizadas para destruir fungos nocivos a seres humanos e
vegetais;
Fungistéaticos sdo as substancias quimicas que inibem a atividade vital de fungos.
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3.2 Compostos azdlicos

Os azbis sao antimicéticos, quimicos, de largo espectro, atuando sobre

leveduras e bolores, apresentam um anel imidazol livre unido a outros anéis

aromaticos por meio de uma unido N-C em posi¢cao um.

Os imidazois foram descobertos em 1949, sendo que o nitrato de imidazol foi

utilizado experimentalmente pela primeira vez em 1967. Atualmente disple-se de

varios derivados do imidazol para uso sistémico ou tépico no tratamento de diversas

infeccdes micéticas® ’.

Os antifungicos azélicos sdo classificados como imidazois (isoconazol,

miconazol, cetoconazol, entre outros) e triazdis (itraconazol, fluconazol, voriconazol,

entre outros). Os imidazois apresentam dois atomos de nitrogénio no anel azdlico

(Figura 2), enquanto os triaz0is apresentam trés atomos de nitrogénio no anel

azolico (Figura 3).

C
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isoconazol

miconazol

cetoconazol

Figura 2: Estrutura quimica de farmacos antifingicos da classe dos imidazois
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Figura 3: Estrutura quimica de farmacos antifingicos da classe dos triazois

O grupo de farmacos azdlicos teve o uso clinico iniciado em meados da
década de 1970, causando grande impacto na terapia antifingica, pelo seu largo
espectro de acéo e, a partir do cetoconazol, pela facilidade da administracéo oral.
Aos imidazdlicos juntaram-se, nos anos 1990, os triazdlicos (fluconazol e
itraconazol), com maior biodisponibilidade e atividade mais intensa. Recentemente,
foi liberado para uso médico o voriconazol, um triazolico de segunda geracdo com
espectro de acdo mais amplo do que os azolicos anteriores, e aguardam-se 0

posaconazol, o ravuconazol e outros novos derivados®.

O principal mecanismo de acdo dos azdlicos € a inibicdo da biossintese do
ergosterol, que € importante para a integridade e a manutencdo da funcdo da
membrana celular dos fungos. Os imidazdis inibem a incorporacdo do acetato de
ergosterol, inibindo a lanosterol desmetilase, por interferéncia no citocromo P-450 da
levedura, trazendo como consequéncia alteracbes na fluidez e permeabilidade da
membrana citoplasmatica do fungo, prejudicando a captacdo dos nutrientes, o que
se traduz por inibicdo do crescimento fungico, originando alteracdes morfologicas
que resultam em necrose celular’. Em termos moleculares, um nitrogénio disponivel
(nitrogénio na posic¢ao trés nos imidazolicos e o nitrogénio na posi¢cdo quatro nos

triazolicos) estabelece uma ligacdo com o Fe do heme, na sexta posicdo de
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coordenacao; o restante da molécula do antifingico interage com a apoprotefna® do
citocromo P-450, onde, a estrutura de cada azol determinara sua especificidade, na

dependéncia desta ligacdo™®.

Todos os azdlicos tém meia-vida sérica® suficientemente longa para
possibilitar a terapia com uma ou duas doses por dia. O fluconazol tem excelente
biodisponibilidade, alcancando boas concentracdes em diferentes fluidos organicos,
inclusive no liquido cefalorraquiano®, e 75% da dose oral é excretada por via
urinaria®. A metabolizacdo dos azéis é principalmente por via hepatica, sendo os
efeitos colaterais mais comuns nauseas e vomitos quando utilizados por via
sistémica, aléem de eritema, ardéncia, descamacdo, edema, prurido, urticaria e

formacao de vesiculas no uso topico™.

O espectro de acdo dos imidazdlicos e triazolicos abrange os agentes de
paracoccidioidomicose, histoplasmose, coccidioidomicose, criptose, blastomicose
norte-americana e dermatomicoses. A maioria das espécies de Candida mostra
susceptibilidade aos azdlicos, notando-se que C. krusei e C. glabrata sdo menos
susceptiveis. O itraconazol atua adicionalmente contra Aspergillus fumigatus e
diversas outras espécies desse género, sendo uma alternativa a anfotericina no
tratamento de pacientes com aspergilose®, além de ser o principal recurso na terapia
antifingica de pacientes com micoses sistémicas endémicas. O cetoconazol também
€ empregado no controle destas ultimas infec¢bes, porém é limitado a casos nao
graves. O fluconazol mostra boa atuacdo e € preferido no tratamento de pacientes
com infecgBes por espécies sensiveis de Candida, além de ser utilizado na
criptococose e nas infec¢des urinarias e do sistema nervoso central por fungos
susceptiveis. O voriconazol, o posaconazol e o ravuconazol sdo triazélicos de

segunda geracdao, resultantes de modificacdes na estrutura quimica do fluconazol e

® Apoproteinas s&o moléculas resultantes da combinacso de proteinas (que possuem um pélo soltvel
nos lipideos e outro na agua) com os lipideos, a fim de que estes possam ser solubilizados e
poderem circular num meio aquoso como o sanguelz.

° Meia-vida sérica € o tempo necessario para a concentragio plasmatica ou a quantidade de farmaco
no corpo ser reduzida 50%"°.

0 liquido cefalorraquidiano é um fluido corporal estéril e de aparéncia clara que ocupa a regiao entre
o0 cranio e o cortex cerebral. E uma solucdo salina muito pura, pobre em proteinas e células, e age
como um amortecedor para o cortex cerebral e a medula espinhal™.

¢ Aspergilose é uma infec¢do pulmonar causada pelo fungo Aspergillusls.
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itraconazol. Representam avanc¢os na terapéutica das infec¢des fungicas por terem

o espectro de agdo ampliado'®***°.

3.3 Nitrato de Isoconazol

De acordo com a Farmacopéia Euroupéia’®, a Tabela | apresenta as

caracteristicas fisico-quimicas do nitrato de isoconazol.

Tabela I: Caracteristicas fisico-quimicas do nitrato de isoconazol

Descricao

Nitrato de 1-[(2RS)-2-[(2,6-Diclorobenzil)oxi]-

Nome quimico _ L .
2-(2,4-diclorofenil)-etil]-1H-imidazol

Férmula molecular: C1gH15CI4N304
Massa molecular 479,1 Da

Ponto de fusao 178C - 182<C
Descrigédo Pé branco
Limite de teor declarado 99,0% a 101,0%

Muito pouco soluvel em agua, soluvel em metanol,

Solubilidade levemente sollvel em etanol (96%)

Do ponto de vista farmacodinamico, nitrato de isoconazol creme € um
antifingico de amplo espectro, eficaz contra dermatofitos, leveduras, fungos
leveduriformes (incluindo o agente responsavel pela pitiriase versicolor) e bolores.
Também apresenta eficacia contra o agente patogénico do eritrasma e bactérias

Gram-positivas®’*8.

Com relagéo as caracteristicas farmacocinéticas, o isoconazol é rapidamente
absorvido pela pele. Os niveis maximos da substancia na pele foram alcancados
ap6és uma hora e mantidos por pelo menos sete horas (estrato corneo"
aproximadamente 3500 pg mL™* + 7 mmol L?, epiderme: aproximadamente 20 mcg

mL™ + 40 pmolL™ e derme: aproximadamente 3 mcg mL™ + 6 pmol L™).

'Estrato Corneo: camada mais superficial da epiderme responséavel pela protecdo do organismo
contra agressdes fisicas e quimicas, além de servir como uma barreira contra evaporacéo excessiva
de agua da pele®.
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A remocgéo do estrato corneo antes da aplicagdo aumentou os niveis de
isoconazol no tecido escoriado em um fator de aproximadamente dois. Os niveis da
substancia no estrato corneo e na epiderme excederam em muitas vezes as
concentragbes antimicoticas minima inibitéria e biocida dos patdgenos mais
importantes (dermatofitos, bolores e leveduras), atingindo tais concentragfes

também na derme.

O isoconazol ndo € inativado metabolicamente na pele. Apos a remoc¢édo do
estrato cérneo, menos de 1% da dose aplicada atinge a circulacdo sistémica,
considerando-se um intervalo de exposicdo de 4 horas. O isoconazol é
completamente metabolizado e rapidamente eliminado. Os &cidos 2,4-
dicloromandélico e 2-(2,6-diclorobenziloxi)-2(2,4-diclorofenil)-acético  foram

caracterizados como os metabélitos quantitativamente mais importantes®” 2.

3.4 Métodos de determinacéo

Na literatura pesquisada ndo foram encontrados métodos analiticos
desenvolvidos para o isoconazol em creme. A Farmacopéia Européia (2008)
apresenta monografia para analise de teor da matéria-prima por titulacédo

potenciométrica em meio ndo aquoso.

A maioria dos métodos disponiveis na literatura refere-se aos imidazois, os
quais na sua maioria consistem em métodos por CLAE. Imram et al.®
desenvolveram método por CLAE com detector ultravioleta-visivel, utilizando uma
coluna AmyCoat (tris-(3,5-dimetifenilcarbamato) RP da Kromasil®, com diferentes
combinacdes de agua e acetonitrila como fase movel, para separagdo quiral dos
antifangicos imidazdlicos econazol, miconazol, isoconazol e sulconazol. O
comprimento de onda utilizado foi 225 nm. O método mostrou-se util e reprodutivel,

podendo ser utilizado para resolucédo destas moléculas em matrizes biolégicas.

Métodos espectrofotométricos (componente de regressao principal e primeira
derivada) e cromatograficos foram propostos por Karacan et al.?* para determinacao
de valerato de diflucortolona e nitrato de isoconazol na formulacdo creme. Por
espectrofotometria, utilizando componente principal de regressdo, a matriz dos

dados da concentracdo foi preparada usando misturas sintéticas dos farmacos em
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metanol: dgua (3:1 V/V). A matriz dos dados da absorvancia, que corresponde a
matriz dos dados da concentracdo, foi obtida medindo-se absorvancias em 24
comprimentos de onda na faixa de 242-298 nm. Utilizando-se primeira derivada, os
valores dA/dA foram medidos em 247,8 nm para a diflucortolona e 240,2 nm para o
isoconazol. Para o método cromatogréfico foram utilizadas as seguintes condi¢des:
coluna ACE® Cig, com fase mével composta de metanol e agua (95:5 V/V) e vazdo
de 1,0 mL mint. Os métodos foram validados analisando-se misturas sintéticas,
mostrando-se adequados para aplicagdo em preparacoes farmacéuticas na forma de

creme.

Di Pietra et al®® utilizaram colunas com diferentes materiais de
empacotamento (Hypersil Cig, Spherisorb-CN, Chromspher-B) na cromatografia
liguida de fase reversa, para obter separacfes seletivas de imidazdis tais como o
cetoconazol, clotrimazol, tioconazol, bifonazol, isoconazol, econazol, miconazol e
fenticonazol. A melhora na sensibilidade da analise por HPLC com deteccdo UV foi
obtida com a reacao fotoquimica pos-coluna. O procedimento de extracdo em fase
sélida mostrou ser uma técnica conveniente de preparo da amostra na forma

farmacéutica creme, obtendo-se boa recuperagdo dos farmacos.

Os pesquisadores Thunberg et al.®

realizaram estudo de alguns compostos
racémicos da Farmacopéia Européia, dentre elas o isoconazol, para verificar a
validade da exigéncia da especificagdo que consta no compéndio, investigando as
propriedades quirépticas dos enantibmeros, com a utilizacdo da espectroscopia
circular dicroica ou cromatografia quiral e polarimetria. As condi¢cdes experimentais
para a medida da rotacdo Optica dos compostos estudados foram tomadas das
especificacdes da farmacopéia, portanto, somente agua, metanol e diclorometano
foram utilizados como solventes, com concentragcbes dos analitos que variaram de
10 a 50 mg mL™. Para um composto racémico, esse deve apresentar um angulo de
rotacao inferior a 0,1° o que corresponde a uma rotacdo especifica de 2 a 10, de
acordo com o compéndio. A separacdo dos enantiomeros foi otimizada com a
utilizacdo de uma coluna analitica de dimensfes 250 x 4,6 mm, com didmetro de
particula de 10 um. A fase estacionaria quiral utilizada no estudo foi de tris-(4-

metilbenzoato) de celulose, disponivel comercialmente como Chiralcel 0J® ou
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Chiralcel OD® (tris-(3,5 dimetilfenilcarbamato) de celulose) e Chiralpak AD® (tris-(3,5
dimetilfenilcarbamato) de amilose) ou Chiralpak AS® (tris-(1-(S)- feniletilcarbamato)
de amilose. A fase movel foi constituida de hidrocarboneto (iso-hexano ou heptano)
com a adicao de modificadores tais como 1-propanol, 2- propanol, etanol ou
acetonitrila. Ao contrario da polarimetria que demonstrou baixa sensibilidade a
mistura que contém enantibmeros com excesso enantiomérico de 40% a 80%, com
a utilizacdo da cromatografia quiral foi possivel verificar as diferencas entre as varias
misturas, tornando-se uma alternativa com medidas significativas na avaliacdo da
pureza 6ptica de enantidbmeros e misturas ndo racémicas. Para o isoconazol foi
possivel realizar a medida de rotacdo Optica por polarimetria, o qual apresentou

angulo de rotacdo de 0,31° para 5 mg mL™ em metanol.

3.5 Estabilidade do Farmaco — Testes de Estresse

Enquanto classicamente estabilidade refere-se a habilidade de resistir a perda
de um produto quimico devido a decomposi¢cdo, no campo farmacéutico o termo
“estabilidade” refere-se ao tempo de armazenamento permitido antes que todo e
qualquer produto de degradacdo na forma da dosagem alcance um nivel suficiente
para representar risco ao paciente. Baseado neste tempo, a data de validade de um
produto é determinada. O nivel permissivel de uma dada impureza dependera da

dose terapéutica e da probabilidade de toxicidade?*.

O teste de estresse é definido como um teste de estabilidade para farmacos e
medicamentos sob condi¢es extremas®. Este teste mostra-se como uma tendéncia
dentro do planejamento para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica, pois a
investigacdo da estabilidade intrinseca do farmaco fornece abordagens de
formulacdo e indica tipos de adjuvantes, aditivos de protecdo especificos e de
acondicionamento, que provavelmente melhorardo a integridade do farmaco e do
produto, demonstrando-se assim, que o conhecimento do comportamento quimico
pode ser usado para garantir a estabilidade da forma farmacéutica desejada.
Embora o conceito de teste de estresse ndo seja hovo para a industria farmacéutica,
o procedimento ndo havia sido claramente definido até a Conferéncia Internacional
de Harmonizacdo (ICH) fornecer uma definicho em seu guia sobre estabilidade,
indicando que os testes de estresse sdo designados para auxiliar a determinar a
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estabilidade intrinseca da molécula, estabelecendo os caminhos de degradacao, a
fim de identificar os provaveis produtos da degradacao e validar a capacidade do

método analitico usado como indicador de estabilidade?®.

Um dos principais objetivos a serem atingidos através desse teste €
demonstrar a especificidade ao desenvolver um método indicativo de estabilidade,
sobretudo quando poucas informacfes estdo disponiveis sobre os possiveis
produtos de degradacdo. Estes também fornecem informacdes sobre as rotas de
degradagcéo e dos produtos formados, que poderiam ser produzidos durante o

periodo de armazenamento®.

Véarios fatores ambientais influenciam na estabilidade, como temperatura,
umidade e luz. Outros fatores que contribuem, relacionados ao préprio produto, sao:
propriedades fisicas e quimicas de substancia ativas e excipientes farmacéuticos,
forma farmacéutica e sua composi¢céo, processo de fabricacéo, tipo e propriedades
dos materiais de embalagem?®’. Farmacos degradados podem resultar em situacdes
indesejaveis para 0 usuario, tais como: perda ou diminuicdo da poténcia, aumento
da atividade, geracdo de efeitos toxicos ou colaterais®. Por estes motivos, 0s
compéndios descrevem recomendacdes quanto ao armazenamento de cada
farmaco em sua respectiva monografia, como manter o produto ao abrigo da luz
(para as substancias fotolabeis), manter sob refrigeracdo ou em local fresco (para as
substancias termolabeis), manter em local seco (para substancias labeis a umidade),
entre outras. Para o armazenamento do nitrato de isoconazol creme, recomenda-se

conservar o produto em temperatura ambiente (entre 15C e 30C) *°.

Um dos efeitos que o estudo de degradacdo forcada inclui € a
susceptibilidade a hidrélise por extensa variacdo dos valores de pH, que sé&o
condicdes tipicas de degradacdo dos farmacos. Muitos farmacos sédo considerados
como instaveis na agua e necessitam de intervencdes durante a formulacdo e
armazenamento, para que a eficacia e sua estabilidade e da forma farmacéutica final
nao sejam comprometidas. Para a avaliacdo da instabilidade sob a condicdo de
hidrélise, também deve ser levado em consideragdo o pH do meio, pois ions
hidrogénio e hidroxila podem acelerar ou retardar o processo de degradac&o™®.

Para realizar o estudo de estresse, em condicdo de hidrolise acida, utiliza-se
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principalmente &cido cloridrico e para a hidrdlise béasica utiliza-se hidroxido de sédio,
sendo que, muitas variacbes sdo observadas no tempo e na temperatura de

exposicdo de fArmacos para essa condicdo™".

As reacdes de degradacdo quimica provocadas pela umidade sdo catalisadas
pelas moléculas de agua por duas vias. Primeiramente, a agua pode participar do
processo de degradacao quimica por si sO, como um reagente, induzindo a hidrolise,
hidratacéo, isomerizacado ou outras reacfes quimicas bimoleculares. Nestes casos,
a velocidade de degradacao € diretamente proporcional & concentragdo da agua, do
ion hidrénio ou hidréxido. A agua também pode ser adsorvida na superficie do
produto e formar uma camada de hidratacdo na qual a substéncia € dissolvida e
degradada. A adsorcao da agua na superficie do produto farmacéutico pode alterar
0 seu estado fisico e, consequentemente, afetar sua reatividade, exercendo, desta
forma influéncia indireta na degradagéo do produto®.

A luz apresenta também papel relevante nas reacdes de degradacédo de
farmacos e medicamentos. As radiacdes catalisam ruptura de ligacfes, oxidacoes,
iIsomerizacdes, polimerizagdes, reordenamentos e racemizagdes. Compostos
contendo grupos cromoforos tais como nitro, nitroso, cetona, sulfona, ligacdes
duplas e triplas sdo mais sensiveis a radiacdo luminosa. A sensibilidade sera tanto
maior quanto maior for o nimero destes cromoforos ha molécula e especialmente se
estiverem conjugados, permitindo a interacdo dos elétrons livres®. O isoconazol
apresenta grupos croméforos em sua estrutura, além de elétrons livres devidos ao
nitrogénio do anel imidazolico. Farmacos fotosensiveis podem ser afetados tanto
pela luz natural solar, especialmente pela radiacédo ultravioleta, ou por fontes de luz
artificial fluorescente. De acordo com o ICH?* duas fontes de luz podem ser
utilizadas em estudos de fotoestabilidade: i) fonte com emissao padréo similar ao
D65/ID65 sendo o D65 equivalente a luz do dia externa, 1ISO10977: 1993 e o ID65
luz do dia indireta que pode ser obtida com lampadas fluorescentes combinadas a
lampadas com emisséo ultravioleta ou visivel, xendnio ou metal — haletos, com filtros
de vidro que permitam emissdo ao redor de 320 nm; e ii) lampada fluorescente
branca, similar a ISO 10977, e lampada UV fluorescente que possua distribuicao

espectral de 320 a 400 nm, com maximos de emisséo entre 350 e 375 nm.
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A degradacdo oxidativa é, também, uma das principais causas de
instabilidade de farmacos. Dentre os mais conhecidos e estudados farmacos tém-se
os esterdides, antibidticos, vitaminas, 6Oleos e gorduras. A oxidacdo envolve a
remocdo de um atomo eletropositivo, radical ou elétron, ou a adicdo de um atomo
eletronegativo ou radical. Muitas oxidacdes séo reacdes em cadeia, que procedem
lentamente sob a influéncia do oxigénio molecular. Tal processo de reacgao é referido
como uma auto-oxidacdo®. O peréxido de hidrogénio é utilizado para criar as
condi¢cbes de estresse empregadas para o estudo de oxidacdo. A concentracdo de
peroxido utilizada varia entre 1% a 30%. A estabilizacdo de farmacos frente a
condi¢cbes oxidativas envolve a observacdo de um namero de precaucdes durante a
manufatura e estocagem. O oxigénio em recipientes farmacéuticos deve ser
substituido por nitrogénio ou didxido de carbono. O contato com ions de metais
pesados, que catalisam a oxidacédo, deve ser evitado e a estocagem deve ser a

temperaturas reduzidas®.

A temperatura € um importante fator ambiental envolvido na degradacdo de
produtos farmacéuticos, uma vez que, na maioria dos casos, a velocidade de
degradacdo quimica aumenta com o0 aumento da temperatura e ndo existe um

acondicionamento capaz de protegé-los dos efeitos do calor®.

Devido a falta de informacfes detalhadas com relacdo aos procedimentos a
serem realizados na conduta de ensaios de estresse, a realizacdo do teste sofre
variagbes extremas nos procedimentos utilizados pelas companhias farmacéuticas
para a obtencdo dos resultados, sendo observada a conducdo dos estudos sem
respaldo cientifico, levando a resultados muitas vezes duvidosos, principalmente

quando séo aplicadas condicBes extremas em um curto intervalo de tempo>® ¥,

N&o existem avaliagbes frente a condicbes de estresse, nem relatos de
estudo de estabilidade para o nitrato de isoconazol, mas varios estudos vém sendo
realizados para obtencdo de produtos de degradacdo de alguns farmacos
antifangicos utilizados na terapéutica, empregando diferentes métodos de obtencéo
e identificacdo. Na Tabela Il estdo demonstrados alguns farmacos antifingicos e
suas respectivas condicdes de estresse descritas nos trabalhos ja publicados.
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Tabela II: Condicbes empregadas em farmacos antifungicos para avaliagao de
estudos de estresse.

Farmaco

Condigbes de estresse avaliadas

Comentarios

Ref.

Miconazol

Produto submetido a condi¢cdes naturais
durante 18 meses

Eluicdo de picos secundérios de baixa intensidade, mas
com boa resolugéo em relagdo ao pico principal. A pureza
de pico do miconazol foi mantida ndo apresentando
interferentes.

38

Ornidazol

Hidrélise acida: HCI 0,1M, 80<%C, 72 horas;
HCI 1M, 80T, 12 horas e HCI 5M 12
horas; Hidrélise alcalina: NaOH 0,1M,
80%C, 8 horas e NaOH 1 M, 40<C, 8 horas;

Meio Oxidativo: H,O, 3% 24 horas e H,0,
30% 48 horas; Fotélise: solugdo durante
30 dias na camara de fotdlise.

Hidrélise acida: diminuicdo na intensidade do pico
principal com o tempo e forga do acido. Nao houve eluicéo
de picos secundarios; Hidrélise alcalina: degradagéo total
e eluicdo de dois picos adicionais com valores de massa
de 184 (epo6xido) e 202 (diol); Oxidativa: degradagéo de 8
a 10% em H,0O, 3%,; Fotdlise: degradagdo com formacao
de pico secundério.

39

Voriconazol

Hidrélise acida: HCI 0,1M, 80C, 2 horas;
Hidrolise alcalina: NaOH 0,1M,
temperatura ambiente, 30 minutos;
Hidrélise neutra: solugdo da amostra em
agua sob refluxo por 4 horas; Meio
Oxidante: KMnO, 5%, temperatura
ambiente, 48 horas; Estufa a 70C, 48
horas; Estufa a 70C, 80% de umidade
relativa, 48 horas;

Fotélise em lampada UV 352 nm, 22
horas.

Hidrélise acida: decaimento do teor de aproximadamente
11%, com eluigdo de um pico adicional; Hidrélise alcalina:
degradacdo (77%) com eluicdo de picos secundarios;
Hidrdélise neutra: o farmaco manteve-se estavel;

Meio Oxidante: eluicdo de varios picos adicionais e
degradacdo do ativo (17%); nas demais condigles,
manteve-se estavel.

40

Clotrimazol

Solugdo do farmaco e seus dois produtos
de degradacao conhecidos:(o-
clorofenil)difenilmetanol) e imidazol foram
armazenados em acetonitrila a
temperatura ambiente (25C) e em
refrigerador refrigerador (4<C) por 24 h.

Na impureza (o-clorofenil)difenilmetanol) ocorreu variagédo
acima de 1% no teor. As solugbes do clotrimazol e da
outra impureza ndo demonstraram interferéncia, podendo
serem armazenadas a temperatura ambiente (25C) ou
em refrigerador (4<C).

41

Anfotericina

Solugdo da amostra em N, N -
dimetilformamida irradiada em cabine de
luz Chromato-Vue®, 302 nm, durante
quatro semanas.

Através da analise do teor, verificou-se que ndo houve
fotodegradacdo da amostra, tampouco foram observados
picos adicionais no cromatograma.

42

Oxiconazol

Solugdo 4&cida (HCI 0,1M) e alcalina
(NaOH 0,1M) em refluxo 4 horas; Solugéo
oxidante: H,O, 30% durante 10 horas em
condiges ambientais e protegido da luz.

Em solugdo acida o farmaco degradou 7,2% ap6s 1 hora
em refluxo e 13,8% ap6s 4 horas em refluxo com eluicdo
de dois picos adicionais; Em solu¢éo alcalina o farmaco
degradou 52% e 63% ap6s 1 e 4 horas, respectivamente,
com eluicdo de dois picos adicionais de baixa intensidade;
O farmaco em solucdo oxidante ndo apresentou
degradacao.

43

Secnidazol

Hidrdlise &cida: HCI 0,1M, 80C, 12 horas;
Hidrélise alcalina: NaOH 0,1M, 80T, 8
horas; Condi¢cdes neutras: solugdo em
agua, com aquecimento de 80T (5 dias);
Meio Oxidativo: Inicialmente em H,0O, 3%,
(6 h) e subsequientemente em H,O, 30%
(48 h); Fotolise: solugBes da amostra em
HCI 0,1M, agua e tampéo fosfato (pH 10)
em camaras de fotoestabilidade (8 dias);
CondigBes térmicas: farmaco (sdlido)
exposto a temperatura de 50C durante
trés meses.

Hidrélise acida: 8-10% do farmaco degrada-se, mas sem
formacgéo de produtos de degradacdo, Hidrdlise alcalina:
ocorre degradagdo com eluicdo de picos secundarios e
formagdo de amonia e acido acético; Condi¢cdes neutras:
5-8% de degradacdo do farmaco; Oxidativa: farmaco
estavel em H,O, e 70% - 75% de degradacdo em H,O,
30%; Fotolise: degradagdo de aproximadamente 75% do
farmaco sem eluicdo de picos adicionais; CondigGes
térmicas: farmaco estavel.

44
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Conforme ilustrado na Tabela I, a literatura descreve a cromatografia liquida
com detector de arranjo de diodos como a principal metodologia analitica para a
quantificacdo em estudos de estresse de antifungicos, sendo preconizado o uso de
detectores acoplados com determinagéo por UV, DAD, além de outros tipos como
detectores de espectrometria de massas. As fases moveis mais utilizadas séo,
geralmente, mistura de solventes organicos e tampdes com sistema de separacéo
através de coluna com fase reversa octadecilsilano (Cig), sistemas de eluicdo da
fase movel isocratico e detecgcdo em comprimento de ondas que variam na faixa de
210 a 310 nm. Para o estudo da avaliacdo da degradacao forcada verifica-se a
utilizacdo, principalmente, de condicbes de hidrolise alcalina e acida, onde sao
utilizados solu¢cdes de hidroxido de sodio e acido cloridrico nas concentracdes de 0,1
M e 1 M como reagente. Em condi¢cdes oxidativas, o agente oxidativo mais
comumente utilizado foi &gua oxigenada nas concentracdes de 3% e 30%, embora
tenha sido encontrado trabalhos nos quais empregou-se solucdo de permanganato
de potéssio 5% como agente oxidante*®. Em alguns trabalhos verifica-se acentuada
degradacdo quando o farmaco é exposto em H,O, 30% (por exemplo, o secnidazol),
ja em outros casos a exposicao a elevadas concentragdes de peroxido de hidrogénio
(30%), mesmo sob extremas condicdes ndo apresentou degradacao significativa

(por exemplo, o oxiconazol).

Na maioria dos trabalhos citados ocorre degradacdo significativa em
condigbes de hidrdlise alcalina onde se observa diminuicdo na area do pico do
analito, conforme ha acréscimo no tempo de analise (que varia entre 2 horas e 72
horas nas condicdes de estresse), mas sem 0 surgimento de picos adicionais ao
cromatograma, o que pode indicar a presenca de compostos ndo cromoforos. Para
as demais condi¢cdes empregadas (fotdlise e hidrélise acida), a reducdo no teor ndo
ultrapassa 30%. Em nenhum trabalho citado acima houve estabelecimento de
balanco de massa entre o farmaco decomposto e a formacdo do produto de
degradacéo. Dos dados pesquisados, aproximadamente 60% identifica o produto de

degradacdo majoritario com auxilio de espectrémetro de massas.

Nos trabalhos em que se realizaram sob condicbes neutras de estresse

(utilizando agua, em condi¢cbes de refluxo) ndo houve degradacédo significativa. A
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taxa lenta de decomposi¢do em circunstancias neutras € compreensivel, porque as
reacoes em pH neutro ndo séo cataliticas e somente quando o farmaco é exposto
sob longos periodos de tempo e em condicbes exageradas de temperatura pode

haver algum tipo de degradacao®.

3.6 Validacdo de método analitico

O objetivo da validagdo de um método é fornecer informacdes confidveis e
interpretaveis sobre a amostra, sendo considerado um processo continuo que
comeca no planejamento da estratégia analitica e continua ao longo de todo o seu

desenvolvimento.

Antes de ser realizada a validacdo propriamente dita, ha necessidade de

avaliacdo de alguns itens com elevado potencial de afetar os ensaios na validacao®:

- Qualificacdo do equipamento analitico: deve ser realizada rotineiramente, em
intervalos de tempo predeterminados e apds cada qualificagdo dos equipamentos
para garantir que o sistema cromatografico esteja apto a realizar a validagdo de
metodologia. Durante os estagios da qualificacdo do equipamento, devem ser
realizados testes como a qualificacdo de instalacdo (QI) que estabelece que o
instrumento apresenta-se nas condicbes projetadas e especificadas e esti
devidamente instalado, a qualificacdo de operacdo (QO) que assegura que 0S
modulos especificos do sistema estdo operando de acordo com as especificacbes
definidas para exatidao, linearidade e precisdo, e a qualificacdo de performance
(QP) que é baseada em testes com padrbes que deverao estar dentro dos limites de
aceitacdo definidos pelos fabricantes e pelos 6rgédos reguladores e fiscalizadores,

para garantir os resultados apresentados.

- Estabilidade das solucdes analiticas: para gerar resultados confiaveis e
reprodutiveis, a estabilidade das solu¢bes da amostra, padrdes, reagentes e fase
movel devem ser determinados antes de iniciar a validagdo. Um critério de
estabilidade para métodos de doseamento é que as solu¢cdes da amostra, padréo e
fase movel sejam estaveis por 24 horas sob condi¢des de armazenamento definidas.
A estabilidade aceitavel é a variagcdo de teor de, no maximo, 2% na resposta do

padrdo ou amostra.
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- Adequacao do sistema (system suitability): € a garantia de que tanto o
equipamento quanto o método validado estdo de acordo com 0s seus requisitos. Os
parametros a serem medidos e os limites recomendaveis para adequacdo do

sistema, de acordo com o FDA,*’ estdo apresentados na Tabela IlI.

Tabela Ill: Parametros de adequacéo do sistema e recomendacées®’.

Parametro Recomendacdes

O pico deve ser bem resolvido com relagédo a outros

Fator de retencéo (k) picos, geralmente k' > 2

Repetibilidade DPR < 1% para numero de amostras = 5

Retencao relativa N&o essencial, desde que a resolucéo seja indicada
Resolucéo (Rs) Rs > 2 entre os picos de interesse

Fator de cauda (T) T=<2

Pratos Teoricos (N) Em geral devera ser maior que 2000

A validagdo surge com a necessidade de se avaliar se determinado método
analitico proposto ou desenvolvido apresenta desempenho adequado para as
condicbes nas quais sera aplicado. Ela estabelece, por estudos sistematicos
realizados em laboratério, que o método atende ao seu propdésito e as normas
estabelecidas por agéncias reguladoras e orgdos de fiscalizacdo nacionais e
internacionais como Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), Instituto
Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Industrial (INMETRO), United
States Pharmacopeia (USP), International Conference on Harmonization (ICH),
International Standard Organization (ISO), American Society for Testing and
Materials (ASTM)*®. No nosso pais existem duas agéncias responsaveis pela
verificacdo da competéncia dos laboratérios de ensaio, ambas inspiradas em
diretrizes do ICH e do grupo EURACHEM: a ANVISA com a resolucdo RE n°899 de
29/05/2003*° e o INMETRO com o documento DOQ-CGCRE-008 de 03/2003%. A
Tabela IV apresenta as figuras de mérito estipuladas pelos dois 0Orgaos

regulamentadores.
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Tabela IV: Parametros de validacdo recomendados pelo INMETRO* e ANVISA®.

INMETRO

ANVISA

Especificidade/Seletividade
Faixa de trabalho e Faixa linear de
trabalho

Linearidade
Limite de Deteccao (LD)
Limite de Quantificacéao (LQ)
Sensibilidade (inclinagéo da curva)
Exatidao e tendéncia (bias)
Preciséo
Repetitividade
Preciséo Intermediaria
Reprodutibilidade
Robustez
Incerteza da medicao

Especificidade/Seletividade

Intervalos da curva de calibrac&o
Linearidade

Curva de calibragao

Limite de Deteccao (LD)

Limite de Quantificacéao (LQ)

Exatidao

Precisao

Repetibilidade (precisao intra-corrida)
Precisao Intermediaria (preciséo inter-corrida)
Reprodutibilidade (preciséo inter-laboratorial)
Robustez

De acordo com a ANVISA, os testes necesséarios para a validacdo sao

classificados em quatro categorias conforme a Tabela V.

Tabela V: Classificacdo e finalidade dos testes para a validacdo de método™.

Categoria Finalidade do teste

Testes quantitativos para a determinacao do principio ativo em
produtos farmacéuticos ou matérias-primas.

Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas
Il e produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-

primas.

1 Testes de performance (por exemplo: dissolugéo, liberacao do ativo).

\Y Testes de identificacao.

Para cada categoria € exigido um conjunto de testes, relacionadas na Tabela VI.
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Tabela VI: Ensaios necessarios para a validagcdo do método analitico, segundo sua
finalidade.

R Categoria Categoria |l Categoria Categoria
Parametro
| " v
Quantitativo Ensaio Limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Preciséo Sim Sim Nao Sim Nao
Repetibilidade

Intermediaria *k *x Nao *k Nao
Limite de deteccdo Na&o N&o Sim * N&ao
Limite de

guantificacéo N&ao Sim Nao ~* N&ao
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* Pode ser necesséario, dependendo da natureza do teste especifico.
** Caso houver comprovacdo de reprodutibilidade, ndo é necessaria a comprovacdo da precisao
intermediéria.

A seguir, passaremos a definicdo dos diversos parametros implicados em um

processo de validacéo.

3.6.1 Especificidade/Seletividade

O aspecto mais importante a ser considerado durante a validagdo do método
analitico é a especificidade, definida como habilidade de medir exatamente a
concentracdo do analito na presenca de outros componentes da amostra. Assegurar
a especificidade € o primeiro passo no desenvolvimento e validacdo de um método,
comprometendo assim a determinacdo dos parametros de exatiddo, precisdo e
linearidade®'. De fato, o termo especifico refere-se a um parametro que produz uma
resposta para um unico analito, enquanto o termo seletivo refere-se a um método
gue fornece resposta a um grupo de entidades quimicas que podem ou nao serem
distinguiveis umas das outras®. Neste caso adota-se o termo seletividade, desde

que ha poucos métodos cromatograficos que respondem a apenas uma substancia.
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Existem diferentes critérios para avaliacdo da seletividade, dentre eles os
mais utilizados referem-se a comparacdo da matriz isenta da substancia de
interesse e a matriz adicionada com esta substancia, onde ndo podera haver eluicdo
de interferentes no tempo de retencédo da substancia de interesse; a avaliagdo da
seletividade também pode ser realizada com a utilizacdo de detectores como arranjo
de diodos e espectrdmetro de massas, através da comparacao do espectro do pico

obtido na amostra com o de um padréo, indicando a presenca de composto puro.

3.6.2 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado. A faixa de aplicacdo € normalmente
expressa nas mesmas unidades dos resultados obtidos pelo método, e depende do
uso em questdo. A ANVISA especifica um intervalo compreendido entre 80-120%
da concentracdo teédrica para fArmacos e medicamentos™. Apds visualizacdo de
relacdo linear do grafico, os resultados deverao ser tratados por métodos estatisticos
apropriados para determinacdo do coeficiente de correlacdo, interseccdo com o eixo
y, coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da regressao linear e
desvio padrao relativo. A adequacgdo do ajuste da curva é fornecida pelo coeficiente
de correlacdo de Pearson, r, também conhecido como coeficiente de correlacéo
produto-momento ou, simplesmente, r de Pearson. O coeficiente de correlacao
apresenta uma faixa de magnitude entre -1 e 1 (-1 <r < 1) e indica 0 quanto a reta
pode ser considerada adequada como modelo matematico®®. Quanto mais préximo
de 1 ou -1, menor a dispersédo do conjunto de pontos experimentais, ou seja, menor
o erro em y. Nestas condi¢cdes, o ajuste da funcdo matematica escolhida para a
curva analitica sera maximo. O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacao
é de 0,99 para a ANVISA e 0,90 para o INMETRO.

3.6.3 Limite de Detecc¢éo e Quantificacéo

7

O limite de deteccdo € a minima concentracdo do analito que pode ser

detectada com seguranca com um nivel especifico de confianca e limite de
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quantificacdo € a mais baixa concentracdo do analito que pode ser determinada com

um nivel aceitavel de incerteza®.

Existem diferentes maneiras de definir como esses limites séo calculados e
interpretados. O caso mais direto de limite de detec¢do € quando um composto é
detectado com uma resposta de cerca de trés vezes o nivel de resposta do ruido.
Para o limite de quantificacéo, o valor € tomado geralmente como dez vezes o nivel
de resposta do ruido. Consequentemente, o LD e o LQ podem ser simplesmente
determinados da quantidade conhecida de um analito que produza tais respostas
quando o nivel de ruido pode ser detectado facilmente®. O ruido do sistema é a
amplitude esperada em volts, amperes ou unidades de absorvancia do envelope da
linha de base, a qual inclui todas as variacdes randémicas do sinal de detector cuja
freqliéncia esteja na ordem de um ou mais ciclos por minuto®™. Um método
alternativo é descrito pelo guia ICH*® como: LOD = 3,3 ofinclinacdo e LOQ = 10
o/inclinacéo, onde LOD e LOQ correspondem a limites de deteccao e quantificacéo,
respectivamente, o corresponde ao desvio padréo e inclinacdo refere-se aquela da

curva de calibracéo.

Os limites de deteccdo e quantificacdo também podem ser calculados pelos
softwares que acompanham o equipamento. Por exemplo, o software da Shimadzu®
LC-Solutions disponibiliza trés maneiras de célculo, através dos cromatogramas dos
padrbes utilizados para construir a curva de calibracdo para fazer os célculos. O
primeiro procedimento utiliza o valor da inclinagcéo da reta da curva de calibracéo; o
segundo procedimento utiliza o valor onde a reta da curva de calibracdo cruza o eixo
y; e finalmente o terceiro procedimento utiliza o valor do ruido da linha de base do

cromatograma dos pontos da reta da curva de calibragéo.

3.6.4 Exatidao

A exatiddo é definida como o grau de concordancia entre um resultado
encontrado e o valor verdadeiro. Descreve 0 quao proximo € o resultado de uma
medida em relacdo ao valor verdadeiro, incluindo conseqientemente o efeito da

precisdo e viés (bias), conforme ilustrado na Figura 4.
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Valores reais propicios Exatiddo propicia
A

Tendéncia

»
|

Preciséo propicia

Figura 4: Diferenca entre preciséo, tendéncia e exatiddo. Adaptada da referéncia
53.

Vérias metodologias para a determinacdo da exatiddo estdo disponiveis™:
para o farmaco pode ser realizado através da aplicacdo da metodologia analitica
proposta na analise de uma substancia de pureza conhecida (padréo de referéncia)
e/ou comparacdo dos resultados obtidos com aqueles resultantes de uma segunda
metodologia bem caracterizada, cuja exatidao tenha sido estabelecida; para a forma
farmacéutica, a analise de uma amostra, na qual quantidade conhecida de farmaco
foi adicionada a uma mistura dos componentes do medicamento (placebo
contaminado); nos casos em que amostras de todos os componentes do
medicamento estdo indisponiveis, aceita-se a andlise pelo método de adicdo de
padrdao, no qual adicionam-se quantidades conhecidas do analito (padrdo de
referéncia) ao medicamento; para as impurezas, analise pelo método de adicdo de
padrdo, no qual adicionam-se quantidades conhecidas de impurezas e/ou produtos
de degradacdo ao medicamento ou ao farmaco; no caso da indisponibilidade de
amostras de certas impurezas e/ou produtos de degradacdo, aceita-se a
comparacao dos resultados obtidos com um segundo método bem caracterizado

(metodologia farmacopéica ou outro procedimento analitico validado).

A recuperacdo ou fator de recuperacdo € definido como a proporcdo da
quantidade da substancia de interesse, presente ou adicionada na amostra,
recuperada por meio do método analitico. Reflete, portanto, a quantidade de

determinado analito efetivamente quantificada em relacdo a quantidade “real”
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presente na amostra. A exatidado € calculada como porcentagem de recuperagédo da
quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, ou como a diferenca
percentual entre a média e o valor verdadeiro aceito, acrescida dos intervalos de

confianga.

3.6.5 Precisao

A precisao é a medida do grau de repetibilidade de um método analitico e é
comumente expressada como desvio padrdo (ou desvio padrdo relativo) de um
namero estatisticamente significante de amostras. As amostras deverdo ser
estaveis, suficientemente homogéneas e representativas em termos de matriz e
concentracdo™. Dois fatores devem ser considerados no estudo da preciséo: O tipo
de precisdo exigido e os modelos experimentais para avaliacdo da precisdo. No
primeiro caso, a determinacdo da natureza da precisdo obtida se da através das
condi¢bes nas quais as medidas em replicata sao realizadas, que podem ser: (i)
Repetibilidade - que € a precisdo obtida de medidas em replicata em um dnico
laboratorio, por um mesmo analista, utilizando o mesmo equipamento em um curto
intervalo de tempo; (ii) Precisdo Intermediaria — refere-se a precisdo obtida de
medidas em replicata em um Unico laboratorio, sob condi¢cdes mais varidveis que as
condi¢cbes de repetibilidade, que devem ser espelhadas nas condi¢cbes de rotina de
uso do método (por exemplo, medidas realizadas em diferentes dias, por diferentes
analistas, utilizando diferentes equipamentos) e (iii) Reprodutibilidade — definida pela
ISO 3534 como a precisao obtida de medidas em replicata realizadas em diferentes

laboratérios, por diferentes analistas, utilizando diferentes marcas de equipamentos.

O segundo fator a ser considerado no estudo da precisdo é a utilizacado de
modelos experimentais para avaliacdo da precisdo, no qual, no caso mais simples, a
precisao é expressa como desvio padrédo (ou desvio padrao relativo) dos resultados.
O numero de replicatas deve ser suficiente para fornecer uma estimativa confiavel
do desvio padrdo — com menos de seis replicatas o intervalo de confianca nédo se
torna suficiente. Isto elucida que desvio padrdo de amostras baseado em um estreito

conjunto de dados fornece uma estimativa incerta do desvio padréo da populagéo®.
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3.6.6 Robustez

Robustez é uma medida da suscetibilidade do método frente a pequenas
variacbes de determinados fatores a que o método pode estar sujeito como, por
exemplo, temperatura, umidade, analista etc. O método é dito robusto quando néo é
afetado por essas pequenas variacdes®. A avaliacdo da robustez pode ser
considerada durante a fase de desenvolvimento e depende do tipo de processo em
estudo. Nos testes de robustez sdo aplicados experimentos estatisticos que
examinam, simultaneamente, os efeitos de alteracdes em diferentes variaveis do
método®’. Para cromatografia liquida, os principais parametros que estdo
preconizados na Resolu¢cdo RE 899 de 29 de maio de 2003 e que podem resultar
em variagcdo na resposta do meéetodo sdo os seguintes: variacdo do pH da fase
movel; variacdo da composicdo da fase movel; diferentes lotes ou fabricantes de

colunas; temperatura; fluxo da fase mével.

Assim, uma vez adequada a validacdo de metodologia analitica buscando
demonstrar a confiabilidade dos resultados das analises executadas, a execucéo de
estudos forcados de degradacdo podem gerar dados valiosos e confiaveis para
seguranca e avaliacdo da poténcia de um produto. Nesse sentido, considerando o
exposto, bem como o fato de, até o presente, o nitrato de isoconazol na forma
farmacéutica creme ndo possuir monografia em nenhum codigo oficial e ndo terem
sido encontrados estudos de degradacao do produto na literatura consultada, torna-
se imprescindivel desenvolver e validar métodos utilizando condigbes forcadas de
armazenamento, bem como avaliar o comportamento do farmaco frente a essas
condi¢cbes adversas. Além disso, em funcdo da demanda de exigéncias com relacéo
a utilizacdo de meétodos cromatograficos capazes de identificar e quantificar produtos
de degradacdo estar cada vez maior e diante da publicacdo do Informe Técnico
n°L/2008 pela ANVISA, urge avaliar a estabilidade d o nitrato de isoconazol creme

sob condicfes variadas.
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4 METODOLOGIA ANALITICA
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4 METODOLOGIA ANALITICA

4.1 Substancia Quimica de Referéncia — SQR

A substancia quimica de referéncia utilizada como padrdo primario para o
desenvolvimento da padronizag¢do da substancia quimica de trabalho foi o nitrato de
isoconazol lote 1, teor declarado de 100,00 % com certificado de autenticidade

fornecido pela Farmacopéia Européia®® e adquirido pela empresa Las do Brasil.

4.2 Substancia Quimica de Trabalho — SQT

Utilizou-se matéria-prima nitrato de isoconazol de lote interno 034033
proveniente do fabricante Formil Quimica Ltda — Brasil, fornecido pela Genix
Industria Farmacéutica Ltda. O teor declarado (100,09 %) e lote (07.07.005.355)
encontram-se especificados no certificado de analise enviado pelo fornecedor. O
isoconazol disponivel na forma de nitrato possui monografia para analise de sua
matéria-prima na Farmacopéia Européia 6.0, Farmacopéia Portuguesa®® e

Farmacopéia Britanica®.

4.2.1 Analise Qualitativa da Substancia Quimica  de Trabalho

Foi realizada sua identificacdo, conforme a monografia da Farmacopéia
Européia, que utiliza um conjunto de analises complementares, a saber:
determinacdo da faixa de fusdo, método espectroscopico molecular (no
infravermelho) e cromatografico (camada delgada), além de teste qualitativo via

umida (determinacédo de nitrato) e titulacdo potenciométrica.

4.2.1.1 Determinagao da faixa de fuséo

A faixa de fusdo do isoconazol foi determinada em triplicata através de um
medidor automatico de ponto de fusdo, modelo Optimelt MPA 100 (Gehaka), que
dispde de bloco de aquecimento de aluminio mantido sob um restrito controle
computadorizado de temperatura. A amostra foi inserida em triplicata dentro de
tubos capilares de 1 mm de espessura e 6 cm de comprimento, que por sua vez
foram introduzidos no bloco de aquecimento. A faixa de fusdo é determinada
automaticamente no momento em que as amostras, iluminadas por fonte de luz,

coalescem e fundem por completo, dando origem a um fluido transparente.
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4.2.1.2 Espectroscopia de Absorcédo Molecular no Infravermelho

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em
espectrofotometro modelo Spectrum 100 FT-IR (marca Perkin Elmer, EUA) na faixa
de 650 a 4000 cm™. Para obtencéo do espectro no infravermelho misturou-se 1,5 g
da matéria-prima com 150 mg de brometo de potassio previamente seco em estufa a
105<C por duas horas. Em seguida, uma vez resfriado, a mistura foi transferida para

pastilhador e a pastilha obtida foi destinada a analise espectroscopica.

4.2.1.3 Cromatografia em Camada Delgada

Para a solucao teste, preparou-se uma solucdo metanodlica de concentracao
6000 pg mL™ da substancia quimica de trabalho (SQT) descrita no item 4.2. A
solucao de referéncia A foi preparada ha mesma concentragdo e no mesmo meio e
diluente, utilizando-se a solucédo quimica de referéncia (SQR), conforme descrita no
item 4.1 e, para o preparo da solucéo de referéncia B, foi utilizada a SQR de nitrato
de isoconazol, descrita no item 4.1 e a SQR de nitrato de econazol (United States
Pharmacopeia, Lote G1C346) em metanol, com concentrac&o final de 6000 pg mL™.

O eluente constituiu-se de uma mistura 20:40:40 (V/V/V) de solucédo de
acetato de amonia: dioxano: metanol. A migracdo cromatografica foi realizada em
cromatoplacas de silica gel funcionalizadas com octadecilsilano (MERCK) com 12
cm de comprimento, 5 cm de largura e 0,25 mm de espessura de camada

absorvente.

A aplicacdo das solucbes descritas acima ocorreu com o auxilio de tubos
capilares de 5 pL, a uma distancia de 1 cm da borda inferior da placa. A migracéo
cromatografica percorreu 10 cm a partir do ponto de aplicacdo, sendo a placa
cromatografica disposta em cuba previamente saturada com o eluente. A
visualizacdo das manchas foi realizada apos a evaporacdo do solvente residual a

vapores de iodo.
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4.2.1.4 Reacéo para determinacdo de nitratos

Em uma mistura de 0,1 mL de nitrobenzeno e 0,2 mL de H,SO, colocou-se 10
mg da matéria-prima. A mistura foi reservada por 5 minutos e resfriada em banho de
gelo. Apds foi adicionado lentamente 5 mL de uma solu¢do de NaOH 5 M e 5 mL de

acetona.

4.2.2 Padronizacdo da SQT

A determinacdo do teor da matéria-prima utilizada como padréo de trabalho
foi obtido em potenciémetro digital da Metrohm, modelo 794, utilizando eletrodo de
vidro através do método de titulagdo potenciométrica em acido perclorico 0,1 M em
meio acético, conforme Farmacopéia Européia 6.0*°. Foram preparadas seis
amostras, dissolvendo-se aproximadamente, para cada uma, 0,350 g em 75 mL de
uma mistura de acido acético anidro e metiletilcetona (1:7 V/V). Todos os célculos e
correcdes foram automaticamente adquiridos pelo potencidmetro, com adicao prévia
de férmula e fator de correcdo, sabendo-se que a solucéo de &cido perclorico 0,1 M
utilizada fora previamente padronizada por titulagdo potenciométrica apresentando
um fator de correcdo de 1,0229, e que cada mL desta solucdo corresponde a 47,91

mg de nitrato de isoconazol.

4.3 Amostra de Nitrato de Isoconazol Creme

O produto utilizado foi nitrato de isoconazol creme 1% com lote 297/09 e
validade 10/2011. Esse produto contém 10 mg de nitrato de isoconazol em cada
grama de creme base e os excipientes utilizados pelo fabricante em sua formulacao
sd0: alcool cetoestearilico?, vaselina sélida e liquida, polisorbato 60", monoestearato

de sorbitano", nipagim e nipazol°.

4.4 Validacédo de Metodologia Analitica

441 Material

%Alcool cetoestearilico — utilizado como emoliente e emulsificante, aumentando a viscosidade do
roduto.

"Polissorbato 60 — agente tensoativo ndo-ibnico, emulsionante, solubilizante e umectante.

'Monoestearato de sorbitano — surfactante n&o-inico lipofilico utilizado como agente emulsificante.

Nipagim e Nipazol — utilizados como preservativo antimicrobiano nas formulagdes farmacéuticas.

Alessandra Von Ahn 34



Dissertacdo de Mestrado — PPGQ/UFRGS

Foi analisada a amostra de nitrato de isoconazol descrita no item 4.3. Para o
preparo das solucdes foram utilizados solventes de grau analitico adequado para o
método de CLAE (J.T. Baker® e Tedia®). A agua ultrapura utilizada foi obtida em um
sistema MilliQ® Millipore. O pH da solucéo tampé&o foi ajustado com Aacido fosférico
(85,0%, Vetec®) e verificado em medidor de pH, marca Digimed®, modelo DM-20. Na
filtragem das amostras foi empregado filtro de Teflon (Macherey-Nagel®) de 0,45 um
de poro e na filtragem da fase mével foram empregados filtros de nylon com 0,45 um

de poro (Millipore®).

Para a validacdo do método por CLAE, utilizou-se um cromatégrafo a liquido
Shimadzu (Kyoto, Japédo), provido de bomba LC-20AT, injetor automatico SIL-20A,
detector de arranjo de fotodiodos SPD-20A, desgaseificador DGU-20A5 e
controlador CBM-20A. Os dados foram obtidos e analisados com o auxilio do
software LC Solution. Também foi utilizado o cromatografo a liquido Hitachi —
Modelo Elite (MERCK), com detector de arranjo de diodos modelo LaChrom Elite L-
2450, bomba com acessorio de gradiente quaternario e desgaseificador L2130, forno

de coluna L2130 e amostrador automatico L2200.

A coluna cromatografica Stable Bond Fenyl® (250 mm x 4,6 mm x 5 pm)

(AGILENT), foi utilizada nas analises descritas neste estudo.

4.4.2 Método
4.4.2.1 Preparo da solugédo tampao

A solucdo tampao foi preparada a partir da transferéncia de 10 mL de
trietilamina (teor de 99,5%, Tedia®) para baldo volumétrico de 1000 mL, seguido de
diluicdo com &gua ultrapurificada. O pH foi ajustado para 2,9 + 0,05 com &cido

fosforico P.A..
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4.4.2.2 Preparo da fase moével

A fase movel foi preparada pela mistura de solucdo tamp&o: metanol:
acetonitrila: tetrahidrofurano (4:3:2:2), seguido de filtragdo em suporte com
membrana de 0,45 um. Em seguida, a solucédo resultante foi sonicada por 5 minutos.

4.4.2.3 Preparo da solugéo padréo

A solucdo padrao foi preparada pela dissolucdo de 25 mg de nitrato de
isoconazol padrdo em baldo volumétrico de 50,0 mL com 25 mL de fase movel,
posteriormente completada o volume com o mesmo diluente. Apdés, 1 mL foi
transferido para baldo volumétrico de 10 mL e completado o volume com fase movel.
A solucéo foi homogeneizada e filtrada para seringa 0,45 pm de Teflon® (Macherey-
Nagel, Alemanha) para vial. Todas as pesagens foram realizada em uma balanca
analitica, modelo AUW 220D (Shimadzu — Japao).

4.4.2.4 Preparo da solugcdo amostra

Cerca de 500 mg de creme (equivalente a 5 mg de nitrato de isoconazol) foi
pesado, transferido para Erlenmeyer com tampa ao qual foi adicionado cerca de 50
mL de fase movel. A amostra foi sonicada em ultrassom a 40-45<C, até dissolucao
completa. A solucéo foi resfriada a temperatura ambiente e transferida para baldo
volumétrico de 100 mL, completando o volume com a fase movel. A solucao foi

homogeneizada e filtrada para seringa 0,45 um de Teflon® para vial.

4.4.2.5 Condicdes cromatograficas

As medidas cromatograficas foram realizadas em um cromatografo a liquido
modelo Prominence DAD, marca Shimadzu, com detector de arranjo de diodos,
modelo SPD 20A (marca Shimadzu, Japéo), dotado de pré-coluna L1 (C18) 30 mm x
4,6 mm x 5 um (Macherey-Nagel, Alemanha), coluna L11 (Fenil) 250 mm x 4,6 mm
x 5 um (Macherey-Nagel, Alemanha). Na injecdo das amostras, foi utilizado filtro
para seringa de Teflon® (Macherey-Nagel, Alemanha). A selecdo das condicdes

cromatograficas para o doseamento do isoconazol em creme foi realizada com base
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na revisao bibliografica, na seletividade em relacdo ao branco e nos parametros de

conformidade do sistema®’conforme expressos na Tabela VII.

Tabela VII: ParAmetros de adequacéo e conformidade do sistema por CLAE.

Parametro Especificacao Célculo
Rs = 2 entre o pico de interesse
Resolucao (Rs) e Wl 18 _\tfviﬁ

o interferente mais préximo 0.5(1) 770, 5(2)

Fator de retencéo (k") k=2 tr_t-tg

0

Woos

Fator de cauda (T) 0,8<T=<1,2 T
Numero de pratos (N) N = 2000 5,54(tr/Wo 5)

tr = tempo de retencao do pico de interesse (minutos);

to = tempo morto (minutos);

t; e t, = tempos de retencdo do primeiro e do segundo pico adjacentes;

W, 05 = largura do pico medida a 5% da altura;

W, 5 = largura do pico medida a meia altura;

Wo, 51 € Wo, 52 = largura a meia altura do primeiro e segundo pico adjacentes;

f = medida entre a linha que une 0 maximo do pico com a linha de base e o extremo anterior do pico a
5% da altura.

As condi¢bes cromatograficas que foram utilizadas estdo apresentados na
Tabela VIII.

Tabela VIII: Condi¢cdes cromatogréaficas da analise de nitrato de isoconazol creme.

Condi¢des cromatograficas

Pré-coluna C18 Symmetry

Coluna Fenil 250 mm x 4,6 mm x 5 um
Fluxo 1,0 mL min™

Temperatura do forno 45C

Comprimento de onda 225 nm

Concentracao do padrao 50 pg mL?

Volume de injecao 10 pL

4.4.3 Parametros de validacao
4.4.3.1 Especificidade

A especificidade do método do nitrato de isoconazol em creme por CLAE foi
avaliada em relacdo aos principais excipientes. Preparou-se 0 branco a partir da
mistura homogénea dos componentes da formulagdo simulada (Tabela IX), na
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auséncia do principio ativo. As quantidades de excipiente presentes na formulacéo
simulada foram definidas com base nas especificacbes porcentuais descritas de

acordo com a formula do produto.

Tabela IX: Formulacéo simulada para creme de nitrato de isoconazol.

Componente Concentracao (%)
Nitrato de isoconazol 1
Alcool cetoestearilico 7
Vaselina sélida 3
Vaselina liquida 5
Polissorbato 60 5
Monoestearato de sorbitano 4
Nipagim 0,18
Nipazol 0,06
Agua Purificada 74.8

4.4.3.1.1 Teste de doseamento (quantitativo)

A especificidade do método foi avaliada através da pesquisa da possivel
interferéncia dos excipientes do creme na determinacdo quantitativa do isoconazol,
através da comparacao da matriz isenta da substancia de interesse, preparado com
o branco® do produto conforme método descrito no item 4.4.2.4, com a solucédo
padrdo, conforme preparo descrito no item 4.4.2.3. A seletividade também foi
avaliada através de detector de arranjo de diodos, que comparou o espectro do pico

obtido na separacao com o do padrao.

Para que método seja considerado especifico 0 mesmo ndo pode apresentar
interferentes significativos na analise de quantificacdo dos ativos. Por determinacao
interna permite-se interferéncia maxima de 2,0% as amostras contaminadas e a

analise de pureza do pico deve ser superior a 0,99.

4.4.3.1.2 Teste qualitativo

O método de identificagdo para nitrato de isoconazol foi avaliado utilizando-se

0 composto miconazol como contaminante estruturalmente semelhante. As

*No presente manuscrito, branco refere-se a preparacdo isenta do nitrato de isoconazol. Essa
preparacdo é muitas vezes denominada na literatura de placebo. Evitamos essa terminologia por
entender que ha um contexto de administracéo ao paciente implicito no conceito de placebo.
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estruturas quimicas destes compostos e suas semelhancas encontram-se na Tabela

X. O isoconazol possui em sua estrutura um anel imidazol unido a outros anéis

aromaticos por meio de uma unido N-C em posicdo 1. Ambos possuem estruturas

muito semelhantes com diferenca na posi¢cao do &tomo de cloro no anel aromatico.

Tabela X: Semelhancas entre os compostos em estudo.

Composto em estudo Composto estruturalmente semelhante
Isoconazol Miconazol
o o] c
~

Ci H\l-—"' 0 I‘I'J/%N
. ,—a.xl_i,-a., —_— Cl L
- M

~a MY

N o]

As amostras utilizadas para a avaliagdo deste parametro estdo listadas na

Tabela Xl e foram preparadas conforme descrito a seguir.

Tabela XI: Amostras a serem avaliadas na andlise de especificidade qualitativa.

Amostra Farmaco Comp(('z/?itcooﬁzrgoelihante Branco
1 Sim - -
2 - Sim -
3 Sim Sim -
4 Sim Sim Sim
5 - - Sim
6 - - -
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4.4.3.1.2.1 Preparo das amostras

Amostra 1 — Solucdo padrdo de farmaco: A solucdo padrdo de nitrato de

isoconazol foi preparada conforme item 4.4.2.3.

Amostra 2 — Solucdo padrdao de composto semelhante: Transferiu-se
exatamente cerca de 25,0 mg de padrdo de miconazol para baldo volumétrico de 50
mL com 25 mL de fase movel, posteriormente completado o volume com o mesmo
diluente. Apés, transferido para baldo volumétrico de 10 mL e completado o volume
com fase mével. A solucédo foi homogeneizada e filtrada para seringa 0,45 um de
Teflon®.

Amostra 3 — Solu¢do do farmaco + composto semelhante: Transferiu-se
exatamente cerca de 25,0 mg de padrdo de miconazol e 25 mg de padrdo de
isoconazol para baldo volumétrico de 50 mL com 25 mL de fase movel,
posteriormente completada o volume com o mesmo diluente. Apdés, 1 mL foi
transferido para baldo volumétrico de 10 mL e completado o volume com fase movel.

A solucéo foi homogeneizada e filtrada para seringa 0,45 um de Teflon®.

Amostra 4 — Solucdo do farmaco + composto semelhante + branco: Cerca de
500 mg de branco, matriz isenta de isoconazol, equivalente a 5 mg de nitrato de
isoconazol foi pesado, transferido para Erlenmeyer com tampa, juntamente com 5
mg de isoconazol e 5 mg de miconazol, ao qual foi adicionado cerca de 50 mL de
fase moével. A amostra foi sonicada em ultrassom a 40-45C, até dissolucéo
completa. A solucédo foi resfriada a temperatura ambiente, transferida para baldo
volumétrico de 100 mL, completando o volume com a fase movel, homogeneizada e

filtrada para seringa 0,45 ym de Teflon® para vial.

Amostra 5 — Solucéo do branco: Cerca de 500 mg de branco, matriz isenta de
isoconazol, equivalente a 5 mg de nitrato de isoconazol foi pesado, transferido para
Erlenmeyer com tampa ao qual foi adicionado cerca de 50 mL de fase mével. A
amostra foi sonicada em ultrassom a 40-45TC, até dissolucdo completa. A solucéo
foi resfriada a temperatura ambiente, transferida para baldo volumétrico de 100 mL,
completando o volume com a fase movel, homogeneizada e filtrada para seringa

0,45 uym de Teflon® para vial.
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Amostra 6 — Diluente: O diluente foi filtrado para seringa 0,45 ym de Teflon®

para vial.

As amostras foram submetidas a analise cromatogréfica, utilizando as
condicdes descritas na Tabela Il e os célculos posteriores conforme método para

doseamento.

O tempo de retencao do pico obtido no cromatograma da solucéo padrdo de
isoconazol deve ser diferente do tempo de retencdo obtido no cromatograma da
solugéao do miconazol. Os picos referentes ao isoconazol e miconazol, obtidos com a
solugcdo da amostra 3 devem apresentar uma resolucdo minima de 2,0 e os
cromatogramas obtidos com as solu¢des branco e diluente ndo devem apresentar

picos que interfiram na analise dos compostos de interesse.
4.4.3.2 Linearidade

A linearidade foi avaliada através da construcdo de trés curvas padréo,
desenvolvidas no mesmo dia, contendo dez niveis de concentragbes em cada uma

delas.

A curva padrao foi construida a partir de uma solucédo estoque de nitrato de
isoconazol SQT de 50 pg mL™ preparada através da dissolucdo de 25 mg de nitrato
de isoconazol padrdao em baldo volumétrico de 50,0 mL com 25 mL de fase modvel,
posteriormente completado o volume com o mesmo diluente. Posteriormente
transferiram-se, com auxilio de micropipetador, aliquotas de 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9;
1,0; 1,1; 1,2; 1,3 e 1,5 mL para baldes volumétricos de 10 mL e os volumes foram
completados com a fase movel (solucdo tampédo TEA: MeOH: ACN: THF) (4:3:2:2),
obtendo-se solu¢gbes com concentracéo de 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65 e 75 ug
mL™. As solucdes foram homogeneizadas e filtradas para vial com seringa 0,45 pym

de Teflon®.

A equacao da reta foi determinada através do estudo de regresséao linear que
estabelece a relacdo entre a resposta instrumental através da area da banda
cromatografica e a concentracdo do analito. Foi realizada a determinacdo de
residuos da curva de calibracdo da SQT NI. A linearidade foi obtida pela analise de
10 concentracgdes diferentes (50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 100 %, 110 %, 120 %,
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130 % e 150 %), com verificacdo da significAncia estatistica da equacdo de
regressao atraves de testes como ajuste do modelo linear, validade da regressao,
eficiéncia e eficiéncia maxima. Foram utilizados métodos estatisticos apropriados
para determinacdo do coeficiente de correlagdo, interseccdo com o0 eixo VY,
coeficiente angular, soma residual dos quadrados minimos da regressao linear e

desvio padréo relativo.

A andlise de regressao linear deve fornecer um coeficiente de correlagéao
superior a 0,99
4.4.3.3 Limites de deteccao (LD) e quantificacdo  (LQ)

O LQ e LD foram determinados a partir dos dados da curva de calibracéo,

utilizando a seguinte equacao (ICH, 1996):

LD=330 (eq. 1) LD=100 (eq.?2)
IC IC
Onde:

o: Desvio padrdo médio do intercepto;
IC: Inclinac&o da curva de calibracéo.

Os resultados foram avaliados através do software LC solution, disponivel no

equipamento.

4.4.3.4 Exatidao

A exatidao foi avaliada mediante teste de recuperacéo, analisado a partir de
nove determinacdes contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja,
trés concentracdes distintas®: um ponto inferior, um ponto superior e ponto médio
da curva analitica. As amostras correspondentes aos trés niveis de fortificagdo foram
preparadas em triplicata e 0 método foi considerado exato quando o resultado médio
obtido para recuperacao esteve compreendido entre 95 e 105 % do valor tedrico e o
desvio padrao relativo entre as amostras apresentou-se menor que 5,0 %, em cada

um dos trés niveis de concentracao.

Alessandra Von Ahn 42



Dissertacdo de Mestrado — PPGQ/UFRGS

A exatiddo foi avaliada pelo percentual de recuperacdo do analito, pelo
desvio padrdo e pelo coeficiente de variacao entre as triplicatas, através do método
de adicdo de padrdo na solucdo do creme de nitrato de isoconazol. Para tanto, foi
preparada uma solucdo de nitrato de isoconazol SQR na concentracdo de 2,5 mg
mL™. O preparo das amostras de nitrato de isoconazol creme foi realizado em
triplicata, para cada concentracédo (80%, 100% e 120%), com adicdo de 495 mg do
branco em bal&do volumétrico de 50,0 mL. Aliquotas de 0,8 mL, 1,0 mL e 1,2 mL da
solucdo de nitrato de isoconazol SQR foram transferidas, através de micropipetador
para os baldes das concentracbes de 80%, 100% e 120%, respectivamente. As
solucdes foram diluidas com a fase mével e, com isto, foram obtidas solucbes com

concentracdes finais equivalentes a 40, 50 e 60 pyg mL™.

As percentagens de recuperacdo R obtidas para o nitrato de isoconazol SQT
foram calculadas através da equacéo:

R = (CME/CT) x 100 (eq 3)

Onde:

Cme = concentracdo média experimental;
C+ = concentracao teorica.

4.4.3.5 Precisao

A precisdo do método foi avaliada através dos coeficientes de variacéo
percentual obtidos durante a determinacédo do nitrato de isoconazol em creme nos
testes de repetibilidade (intra-dia) e precisdo intermediaria (inter-dia). Na
repetibilidade, as analises foram realizadas em um mesmo dia, com 0 mesmo
equipamento e analista, considerando seis determinacdes (n=6) sobre as amostras
na diluicdo correspondente a concentracdo de 100% da curva analitica, conforme
preparo descrito no item 4.4.2.4, e preparo do padrao conforme item 4.4.2.3. O
critério de aceitacao foi que o coeficiente de variacdo (CV %) fosse inferior ou igual a
cinco™. Na precisdo intermediaria, as amostras e o padrdo foram preparados de
maneira semelhante a repetibilidade, mas em dias diferentes, por analista diferente e

em diferente equipamento.
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A determinagdo do teor de NI no creme foi calculada de acordo com a

equacao a seguir:

% NI = Ag x Csor x 100 (eq. 4)
Asgr X Ca

Onde:
A, = &rea média da solugcdo amostra (média de 2 inje¢des)

Csor = concentracéo da solucédo SQR (ug mL™)
Asor - area média da solugédo SQR (média de 2 inje¢des)

C, = concentracao teorica da solugdo amostra

4.4.3.6 Robustez

A robustez do método foi avaliada através da verificacdo do seu desempenho
apos pequenas variagdes. Foram aplicadas ao método de doseamento variaveis de
preparo da amostra (diferentes tipos de filtros para seringa e estabilidade das
amostras em 24 horas) e variaveis nas condi¢cdes cromatograficas (variacdo de fluxo
da fase movel, proporcéo da fase movel, diferentes lotes de coluna e temperatura do
forno). O método deve ser robusto e qualquer alteragdo que for considerada critica
para a analise deverd ter precaucdes inseridas na metodologia.

A) Diferentes tipos de filtros para seringa

Filtros de membrana para seringas séo recomendados para remover material
particulado das amostras. A filtracdo das amostras reduz os entupimentos e 0s
desgastes das pecas do cromatdgrafo, aumenta a vida Gtil da coluna e minimiza as

paradas para manutencao.

A solucdo de nitrato de isoconazol SQT e a solucdo obtida com o creme de
nitrato de isoconazol foram preparadas de acordo com o descrito no item 4.4.2.3 e
4.4.2.4, respectivamente, com a utilizacao de diferentes tipos de filtros para seringa
como celulose regenerada, nylon, teflon, poliestireno, fluoreto polivinidileno e

polietersulfénico.
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B) Estabilidade da solu¢éo da amostra

Preparou-se amostra na concentracdo usual de anélise (50 pg mL™) e a
mesma foi analisada no tempo zero e 24 horas ap0s o preparo, a qual foi mantida
em temperatura ambiente, ao abrigo ou exposta a luz. As solucdes foram
consideradas estaveis caso ndo houvesse mudancas significativas entre as areas

absolutas da mesma solucédo avaliada em dias diferentes (DPR inferior a 2%).
C) Modificagbes na fase mével

O sistema de bombeamento de fase mdvel é critico em cromatografia liquida
de alta eficiéncia, visto que as analises estdo intimamente ligadas ao perfeito
funcionamento da bomba. Desta forma, foi avaliado o método alterando-se os
parametros de fluxo e percentual de fase organica da fase movel, para verificar se 0
mesmo apresenta-se robusto quando ocorreram tais variacbes. O fluxo da fase
movel foi alterado em uma (1) unidade de fluxo acima e abaixo do fluxo original (1,0
mL min™). O percentual de fase organica foi alterado para um acréscimo de 5 % de
MeOH.

D) Diferente lote de coluna

Em técnicas por cromatografia liquida, diferentes colunas cromatograficas do
mesmo fabricante s&o uma fonte comum de variabilidade®®. Por isso foi testada a
capacidade do método em reproduzir os resultados no momento em que se alterou o
lote da coluna cromatogréfica, utilizando diferentes lotes de colunas cromatogréficas
do mesmo tipo (0 mesmo material de enchimento, mas com fases estacionarias de

lotes diferentes).
E) Temperatura do forno

Como modificagbes cromatograficas no parametro robustez também foram
avaliadas as condi¢cGes de temperatura do forno da coluna cromatografica de 40 C
e 45 C.
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4.4.3.7 Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema foi verificada durante a validacdo do método,
através dos seguintes parametros: Fator de cauda (T), pratos tedricos (N), fator de

retencao (k) e precisao instrumental (repetibilidade das injecdes).

4.5 Estudo de Estabilidade

As etapas preliminares para realizagédo de estudos de estresse ocorrem com
a selecao dos fatores de degradacdo que devem ser utilizados para 0s ensaios.
Essa escolha teve como objetivo principal avaliar o teor residual de farmaco

presente nas amostras apos a degradacao acelerada.

De um modo geral, esses objetivos sédo atingidos em estudos de degradacgao
forgcada, devendo ser conduzida, na maioria dos casos, em condi¢cdes que induzam
a decomposicdo alcalina, acida, oxidativa e fotolitica®. A Tabela XII apresenta as
condi¢bes iniciais nas quais nitrato de isoconazol creme foi submetido a diversas
condi¢gbes potenciais de degradacdo, a fim de se avaliar a influéncia de alguns
fatores capazes de causar alteracdes fisicas e quimicas no produto.

Tabela XlI: Ensaios realizados para degradacdo do produto, matéria-prima e branco.

Tipo de degradacéo Tempo e Temperatura Concentragao
Fotolise 72 horas -
Oxidativa |%Idzfcr;f‘(‘)ras a temperatura ambiente em 3% (VV)
Hidrélise acida 6 horas em HCl a tg:mperatura de 50°C 0,1M
Hidrélise alcalina gohcgras em NaOH a temperatura de 01M

O acompanhamento da degradagédo das amostras foi realizado por CLAE em
cromatografo a liquido de alta eficiéncia SHIMADZU, com bomba modelo LC20 AT,
auto-injetor modelo SIL-20A e software LC Solution. Um forno modelo CT0-20 A foi
utilizado para manter a temperatura a 45C. A colun a cromatogréfica utilizada foi a
Stable Bond Fenyl® (250 mm x 4,6 mm x 5um) (AGILENT). A fase movel foi
preparada a partir da mistura de tampao trietilamina (1% (V/V) pH 2,9), metanol,

acetonitrila e tetrahidrofurano, na proporcao de 4:3:2:2.
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451 Fotolise

Este estudo tem como objetivo verificar a estabilidade do NI matéria-prima e
na sua forma farmacéutica sob exposicdo a luz, de modo a demonstrar que a
influéncia da mesma possa resultar em possiveis alteracfes significativas no

produto.

45.1.1 Condicoes

Inicialmente, a amostra de NI creme foi submetida a fotdlise por 72 horas em
camara climatica em sua embalagem primaria original (bisnaga de aluminio
esmaltada). O branco e matéria-prima de nitrato de isoconazol creme foram
expostos em vidro de relogio. Apds, o preparo da solugdo amostra foi realizado de
acordo com o item 4.4.2.4.

Como a forma farmacéutica creme é suscetivel a perdas na sua formulacao,
devido principalmente a grande quantidade de agua utilizada na manipulagéo, foi
realizado um estudo no qual as amostras foram expostas no interior da camara de
fotoestabilidade em solucéo (diluente) que permite uma maior penetrabilidade da luz
e comparacdo a substancia no estado sélido’. As amostras também foram envoltas
em papel aluminio como amostras controle. Todas as amostras foram dispostas lado

a lado, de modo a ndo formar sombra entre as mesmas.

45.1.1.1 Amostras em solucéao

Foram preparadas cinco amostras, no qual para cada uma, pesou-se 500 mg
de creme (equivalente a 5 mg de nitrato de isoconazol) em Erlenmeyer com tampa
ao qual foi adicionado cerca de 50 mL de diluente. As amostras foram sonicadas em
ultrassom a 40-45C, até dissolugdo completa. Apds, foram transferidas do
Erlenmeyer para baldo volumétrico de 100 mL. As solu¢cbes foram resfriadas a
temperatura ambiente e entdo expostas em camara de fotoestabilidade nos tempos
12, 24, 36, 48 e 60 horas, sendo que apds os respectivos intervalos de tempo,
completou-se o volume com o diluente. A solucéo foi homogeneizada e filtrada para
seringa 0,45 pm de Teflon® para vial, obtendo-se concentracéo final de 50 pg mL™.
Matéria-prima de NI e o branco foram preparados de maneira similar.
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Amostras ndo armazenadas na camara foram consideradas como tempo zero
de exposicao a fotolise, e submetidas ao mesmo tratamento das demais coletas de
amostra. A solucdo padrdo de NI SQT foi preparada na concentracdo de 50 pg mL™,

conforme descrito no item 4.4.2.3.

A andlise quantitativa das amostras de NI foi realizada através de CLAE,
utilizando o sistema cromatografico descrito na Tabela 1, com o objetivo de verificar

a possivel reducéo do teor e a formacédo de produtos de degradacéo.

A camara de fotoestabilidade (TAG 429/CF — Nova Etica) foi devidamente
qualificada (certificado NE 10/09) quanto ao seu desempenho, de modo que mantém
um controle apropriado de temperatura a fim de minimizar os efeitos de alteracbes
relacionadas a este fator. A camara é dotada de duas fontes de luz: lampada branca
fluorescente fria (similar a ISO 10977-1993) e lampada fluorescente ultravioleta (com
espectro entre 320 — 400 nm). A duracéo da exposi¢do recomendada pela ANVISA®
€ de 43 horas, garantindo a incidéncia de luz sob o produto a ndo menos que 1,2

milhdes de lux h™ e energia ultravioleta ndo menos que 200 W. h. m™.

45.2 Oxidativa

A oxidacao envolve a remog¢do de um atomo eletropositivo, radical ou elétron,
ou a adicdo de um atomo eletronegativo ou radical. Muitas oxidacdes sdo reacdes
em cadeia, que procedem lentamente sob a influéncia do oxigénio molecular. Tal

processo de reacao é referido como uma auto-oxidacdo>*.

4.5.2.1 Condicoes
45.2.1.1 Preparo da amostra de NI creme e branc o

Transferiu-se exatamente cerca de 1000 mg de creme (equivalente a 10 mg
de nitrato de isoconazol) para Erlenmeyer com tampa e foi adicionado cerca de 25
mL de diluente (fase movel). A amostra foi sonicada em ultrassom a 40-45 C, até
dissolucdo completa. Resfriou-se a solucdo a temperatura ambiente e transferiu-se
para baldo volumétrico ambar de 100 mL com auxilio de 25 mL de fase movel.
Adicionou-se volumetricamente 50 mL de perdéxido de hidrogénio 3% (V/V). A

solucdo foi homogeneizada e a solugcdo permaneceu em repouso por 24 horas a
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temperatura ambiente, nas condicdes laboratoriais. Apds, transferiu-se
volumetricamente 5 mL para baldo de 10 mL, completando-se o volume com
diluente (fase movel) e filtrando-se com filtro para seringa 0,45 uym de Teflon para
vial, obtendo-se uma concentraco final de 50 yg mL™ de nitrato de isoconazol. O

branco foi preparado de maneira similar.
4.5.2.1.1 Preparo da matéria-prima NI

Transferiram-se exatamente cerca de 25 mg de nitrato de isoconazol para
Erlenmeyer com tampa e foi adicionado cerca de 25 mL de diluente (fase movel). A
amostra foi sonicada em ultrassom até dissolucdo completa. Adicionou-se
volumetricamente 25 mL de perdéxido de hidrogénio 3% (V/V). A solucdo foi
homogeneizada e a solugdo permaneceu em repouso por 24 horas a temperatura
ambiente, nas condi¢cdes laboratoriais. Apds, transferiu-se volumetricamente 1 mL
para baldo de 10 mL, completando-se o volume com diluente (fase movel) e
filtrando-se com filtro para seringa 0,45 um de Teflon® para vial, obtendo-se uma
concentracdo final de 50 ug mL™ de nitrato de isoconazol.

A solucdo padrdo de NI SQT foi preparada na concentracdo de 50 pug mL™,
conforme descrito no item 4.4.2.4. A andlise quantitativa das amostras de NI foi
realizada atraveés de CLAE, utilizando o sistema cromatografico descrito na Tabela 1,
com o objetivo de verificar a possivel reducéo do teor e a formagéo de produtos de
degradacao.
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4 5.3 Hidrolise

A 4gua é considerada como um dos principais catalisadores em reacgfes de
degradacédo. Muitos farmacos s&o considerados como instaveis nesse meio e
necessitam de intervencdes durante a formulacdo e armazenamento, para que a
eficicia e sua estabilidade e da forma farmacéutica final ndo sejam comprometidas.
Para avaliagdo da instabilidade sob a condig¢&o de hidrdlise, também deve ser levado
em consideracdo o pH do meio, pois ions hidrogénio e hidroxila podem acelerar ou

retardar o processo de degradacao®.

45.3.1 Hidrolise acida

Para realizar o estudo de estresse em condicdo de hidrélise acida utilizou-se
acido cloridrico na concentracéo de 0,1 M.

45.3.1.1 Condicdes
45.3.1.1.1 Preparo da amostra de NI creme

A solucdo amostra de nitrato de isoconazol creme foi preparada em
concentracdo de 50 ug mL™: cerca de 2500 mg de creme (equivalente a 25 mg de
nitrato de isoconazol) foram pesados e transferidos para Erlenmeyer com tampa,
seguido da adicdo de 20 mL de diluente (fase movel). A amostra foi sonicada em
ultrassom a 40-45 C, até dissolucéo completa. A so lucéo foi resfriada a temperatura
ambiente e foram adicionados volumetricamente 30 mL de solucdo de acido
cloridrico 0,1 M. Apéds 6 horas em refluxo a 50C, a solu¢do da amostra foi resfriada
e transferida para baldo volumétrico de 100 mL, com auxilio de 15 mL de diluente
(fase movel). Em seguida, a solugao foi neutralizada com adi¢cao volumétrica de 30
mL de hidroxido de sodio 0,1 M, completando o volume com a fase modvel. Apds
homogeneizagcdo, 2 mL desta solucdo foram pipetados para baldo de 10 mL,
seguido de filtracdo com filtro para seringa 0,45 um de Teflon® para vial. A amostra

foi injetada em sistema HPLC. O branco foi preparado de maneira similar.
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4.5.3.1.1.2 Preparo da matéria-prima de NI

Para o preparo da solugdo de NI matéria-prima, foram pesados cerca de 25
mg da SQT e transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, seguido da adicdo de 15
mL de diluente (fase movel). A amostra foi sonicada em ultrassom até dissolucéo
completa. A solugéo foi resfriada a temperatura ambiente, e foram adicionados
volumetricamente 15 mL de solu¢do de acido cloridrico 0,1 M. Apés 6 horas sob
refluxo a temperatura de 50C, a solucéo foi neutra lizada com adicéo volumétrica de
15 mL de hidréxido de sédio 0,1 M, completando o volume com a fase mével. Apés
homogeneizagdo, 1 mL desta solugéo foi pipetado para baldo de 10 mL, seguido de
filtracdo com filtro para seringa 0,45 um de Teflon® para vial, obtendo-se

concentracdo final de 50 ug mL™* de NI. A amostra foi injetada em sistema HPLC.

Os resultados foram comparados com os da solucdo SQT n&o submetida a
degradacdo, injetadas no sistema cromatografico da mesma maneira. Dados do
detector de arranjo de fotodiodos (DAD) foram coletados com o propdésito de avaliar
a pureza do pico de NI. Os cromatogramas foram avaliados a fim de se detectar

possiveis interferentes.

4.5.3.2 Hidrolise alcalina

Para realizar o estudo de estresse em condi¢do de hidrolise alcalina utilizou-
se hidroxido de sodio na concentracéo de 0,1 M.

4.5.3.2.1 Condi¢cdes
45.3.2.1.1 Preparo da amostra de NI creme

A solucdo amostra de nitrato de isoconazol creme foi preparada em
concentracdo de 50 ug mL™: cerca de 2500 mg de creme (equivalente a 25 mg de
nitrato de isoconazol) foram pesados e transferidos para Erlenmeyer com tampa,
seguido da adicdo de 20 mL de diluente (fase movel). A amostra foi sonicada em
ultrassom a 40-45 C, até dissolucéo completa. A so lucéo foi resfriada a temperatura
ambiente, e foram adicionados volumetricamente 30 mL de solugcéo de hidroxido de
sédio 0,1 M. Apos 6 horas em refluxo a 50C, a solu ¢cdo da amostra foi resfriada e

transferida para baldo volumétrico de 100 mL, com auxilio de 15 mL de diluente
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(fase mével) a solucado foi neutralizada com adi¢cdo volumétrica de 30 mL de &cido
cloridrico 0,1 M, completando o volume com a fase. Ap0s homogeneizacao, 2 mL
desta solucdo foram pipetados para baldo de 10 mL, seguido de filtracdo com filtro
para seringa 0,45 um de Teflon® para vial. A amostra foi injetada em sistema HPLC.
O branco foi preparado de maneira similar.

4.5.3.1.1.2 Preparo da matéria-prima de NI

Para o preparo da solu¢do de NI matéria-prima, foram pesados cerca de 25
mg da SQT e transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, seguido da adicdo de 15
mL de diluente (fase movel). A amostra foi sonicada em ultrassom até dissolucéo
completa. A solucdo foi resfriada a temperatura ambiente, e foram adicionados
volumetricamente 15 mL de solucdo de hidroxido de sédio 0,1 M. ApGs 6 horas em
refluxo a temperatura de 50C, a solucao foi resfriada e neutralizada com adi¢cao
volumétrica de 15 mL de acido cloridrico 0,1 M, completando o volume com a fase
movel. Ap6s homogeneizacdo, 1 mL desta solugcédo foi pipetado para baldo de 10
mL, seguido de filtracdo com filtro para seringa 0,45 pym de Teflon® para vial,
obtendo-se concentracdo final de 50 pg mL™* de NI. A amostra foi injetada em
sistema HPLC.

4.5.3.2.1.3 Preparo da amostra para controle de  decaimento de teor

O estudo de estresse do farmaco em meio alcalino também foi realizado com
cinco amostras preparadas conforme item 4.4.3.2.1.1 e analisadas por CLAE nos
tempos 0, 1, 2, 3 e 4 horas apdés armazenamento da solucdo amostra de NI creme
em hidroxido de sdédio 1 M, pois devido a instabilidade do farmaco neste meio,
realizou-se um controle de decaimento de teor iniciando-se o estudo com condi¢gbes
mais amenas (menores tempos de reacdo), mas com a utilizacdo de um meio

reacional mais forte.

4.5.3.2.1.4 Determinacao do ponto isosbéstico

Com o objetivo de avaliar a possibilidade do surgimento de espécies
interconvertiveis, foi realizada a leitura (espectrofotdmetro ultravioleta na faixa de
200 a 800 nm) da amostra em condi¢cbes normais de pH variando-se o pH em

ambos sentidos (no intervalo de pH 1,0 a 12,0).
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4.5.3.2.1.5 Avaliacdo da reversibilidade da solu ¢ao amostra de nitrato

de isoconazol creme

Foi realizada a andlise da amostra de NI creme, com controle de pH da
solugédo. A amostra preparada em condi¢cdes conforme descrito no item 4.4.2.3 e de
concentracdo final de 50 pg mL™ apresentou pH de 4,4. Paralelamente foi preparada
uma amostra e submetida a hidrélise alcalina, sendo entdo armazenada em NaOH 1
M durante o tempo de 6 horas. Posteriormente ao armazenamento, a solucéo foi
neutralizada com HCI 1 M e apresentou pH de 6,6. Esta amostra foi, entéo,
acidificada com H3zPO, até o valor de pH da amostra sem o degradante (pH 4,4),
seguido de filtracdo com filtro para seringa 0,45 pm de Teflon® para vial, obtendo-se
uma concentracdo final de 50 pg mL™* de NI A amostra foi injetada em sistema
HPLC.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Analise Qualitativa da SQT
5.1.1 Determinagéo da faixa de fuséo

A determinacao da faixa e do ponto de fusédo séo testes fisico-quimicos que
auxiliam a identificacdo dos farmacos sem, contudo permitirem a conclusao definitiva
da identidade dos compostos pesquisados. De acordo com a Farmacopéia
Brasileira, estas andlises fornecem informagfes do grau de pureza do produto em
ensaio, sendo possivel a constatacdo da presenca de contaminantes através de

alteracao no valor obtido.

A faixa de fusdo do nitrato de isoconazol foi determinada mediante a
passagem de luz através do tubo capilar no momento em que iniciou e em que
terminou a fuséo do sélido. A Tabela Xl apresenta os valores das determinacdes da

faixa de fusédo (realizada em triplicata).

Tabela XllI: Valores obtidos na determinacdo da faixa de fusédo do isoconazol.

Amostra Faixa de Fusao ()
1 178,3-181,8
2 178,1-181,6
3 178,0-181,9
Média 178,1 —181,7

Os valores obtidos encontram-se em acordo com a faixa de fusdo de 178 —

182 T estabelecida pela Farmacopéia Européia *°.

5.1.2 Espectroscopia de Absor¢cdo Molecular nol  nfravermelho

O espectro de infravermelho permite determinar caracteristicas estruturais da
molécula através da analise das bandas caracteristicas dos grupamentos quimicos
determinados no espectro. Certamente, a identificacdo de uma substancia torna-se
mais simples quando se compara o espectro da amostra em analise com o da

substancia de referéncia, uma vez que uma simples molécula pode originar um
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complexo espectro.®® As Figuras 5 e 6 apresentam o0 espectro na regido do
infravermelho da matéria prima e a sobreposicdo desta com a SQR,

respectivamente.
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Figura 5: Espectro na regiao do infravermelho do nitrato de isoconazol SQT.

Amostra pastilhada com KBr. Resolucado: 4 cm™.
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Figura 6: Sobreposicédo dos espectros da matéria prima (preto) e do nitrato de
isoconazol SQR (azul) na regido do infravermelho. Amostra pastilhada com KBr.

Resolucéo: 4 cm™.
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As atribuicBes das bandas caracteristicas foram baseadas na literatura.'**? A

banda fraca na regido de 3113 cm™ refere-se aos estiramentos v(c.y de compostos
aromaticos, enquanto as bandas de intensidade média na regido de 1600 a 1400
cm™ podem ser atribuidas as deformagdes axiais de §c.c) do anel aromatico. As
bandas de forte intensidade na regido de 1330 cm™ podem ser referentes a
absorcdo de aminas aromaticas. O grupamento C-O-C da origem as bandas de
média intensidade na regido de 1275 a 1020 cm™. Na faixa de 903 a 700 cm™
encontram-se as deformacfes angulares atribuidas ao radical -CH fora do plano do

anel aromético.

5.1.3 Cromatografia em Camada Delgada

Observou-se, conforme Figura 7, que a principal mancha no cromatograma
obtido com a solucéo teste (solucdo metanélica 30 mg mL™) de nitrato de isoconazol
(SQT) é similar em posicdo, cor e tamanho aquela mancha principal obtida com a
solucdo referéncia A (solucdo metandlica 30 mg mL™) de nitrato de isoconazol
(SQR). Conforme a especificacdo descrita na monografia, o teste s6 é valido se a
solucao referéncia B (solucdo metandlica 30 mg mL™ de nitrato de isoconazol SQR e
30 mg mL*' de econazol SQR) apresentar 2 manchas separadas (indicando a

separacao do isoconazol e econazol).

Solugdo teste ‘-Q Q Q-’ Solugéao referéncia B

»

» Solucéo referéncia A

Figura 7: Imagem da cromatoplaca de silica gel funcionalizadas com octadecilsilano

com aplicacéo das solucdes de referéncia A, B e solucéao teste.
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5.1.4 Reacao para determinacao de nitratos

A identificacdo da presenca de nitratos foi realizada a partir de reagbes com
nitrobenzeno, acido sulfurico, hidroxido de sodio e acetona, que resultam em
complexos de cor violeta quando positivo. O inconveniente do teste é que qualquer

substancia simples que contenha o anion nitrato interfere no resultado.

Na mistura de 0,1 mL de nitrobenzeno e 0,2 mL de H,SO,4 colocou-se 10 mg
de nitrato de isoconazol. A mistura foi reservada por 5 minutos e resfriada em banho
de gelo. Apos foi adicionado lentamente 5 mL de uma solucdo de NaOH5 M e 5 mL
de acetona. A camada superior apés um tempo tornou-se violacea, indicando

qualitativamente a presenca de nitratos.

5.2 Andlise Quantitativa da SQT

A Tabela XIV apresenta os valores encontrados na analise quantitativa do

nitrato de isoconazol por potenciometria.

Tabela XIV: Valores obtidos na determinagcédo do teor do nitrato de isoconazol SQT
por potenciometria.

Amostra Teor de isoconazol (%)
1 100,8
2 99,7
3 100,2
4 100,4
5 100,9
6 100,2
Média (%) 100,4
Desvio Padrdo Relativo (%) 0,44

Os resultados encontraram-se dentro da especificacdo da farmacopéica, a
qual permite uma variagcéo entre 99,0 e 101,0%.
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5.3 Validacdo de metodologia analitica para form  a farmacéutica creme

5.3.1 Especificidade

A especificidade do meétodo cromatografico foi avaliada através da

comparacdo dos cromatogramas obtidos, o que permite avaliar a possivel

interferéncia dos excipientes na determinag&o do nitrato de isoconazol (NI). A pureza

de pico, determinada através da analise de uma amostra do creme, demonstrou

estar dentro do limite aceitavel, jA que nenhuma impureza foi detectada e o indice de

pureza obtido foi de 1,00, conforme Figura 8. As Figuras 9 a 11 apresentam 0s

cromatogramas do padrao de trabalho utilizado na concentracdo de 100% do alvo

estipulado, da amostra na matriz creme e do branco, respectivamente.
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L I e S T T e S o I T T
546 3.1 58 39 .0 f.1 f.2
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[ropurity Hot Detected
Peal: praity index :1.000000
Bingle pomt threshold 0999310
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Figura 8: Pureza de pico referente a amostra do creme de nitrato de isoconazol

Alessandra Von Ahn

59



Dissertacdo de Mestrado — PPGQ/UFRGS

DDA Bfalti 1

150+

Teooomazol

100+

A0+

min

Figura 9: Cromatograma obtido da solucédo da SQT (diluente fase movel) de nitrato
de isoconazol (50 ug mL™). Condi¢Bes cromatogréficas: coluna HPLC SB fenil (USP
L11) 250 mm x 4,6 mm x 5 um; fase moével: trietilamina 1% (V/V) (pH ajustado a 2,9
com H3PO,): metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4); fluxo 1,0 mL min™;

deteccdo UV 225 nm; temperatura do forno: 45<C.
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Figura 10: Cromatograma obtido da solucéo (diluente fase mével) amostra na forma
farmacéutica creme (50 ug mL™ de NI). Condicdes cromatograficas: coluna HPLC
SB fenil (USP L11) 250 mm x 4,6 mm x 5 um; fase movel: trietilamina 1% (V/V) pH
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ajustado a 2,9 com H3PO,): metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4); fluxo 1,0

mL min’; deteccéio UV 225 nm; temperatura do forno: 45C.
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Figura 11. Cromatograma obtido da solucdo do branco (diluente fase movel) na
forma farmacéutica creme (50 ug mL™ de NI). Condicdes cromatogréficas: coluna
HPLC SB fenil (USP L11) 250 mm x 4,6 mm x 5 um; fase mével: trietilamina 1%
(VIV) (pH ajustado a 2,9 com H3zPO,): metanol acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4);

fluxo 1,0 mL min™’; deteccéio UV 225 nm; temperatura do forno: 45C.

Através da analise dos cromatogramas das solucdes de SQT e da amostra
simulada de excipientes, observou-se que o0 método proposto apresenta
especificidade, ja que nao sofre interferéncia dos excipientes junto ao sinal do NI. A
andlise da pureza de pico do nitrato de isoconazol, realizada pelo detector de arranjo
de diodos foi de 1,000 (Figura 8), indicando que ndo ha outros compostos coeluindo
com o farmaco. O conjunto de resultados apresentado permitiu inferir a

especificidade do método desenvolvido.

No teste de especificidade qualitativo foram preparadas solugdes (conforme
descrito em 4.4.3.1.2.1) de farmacos com estruturas relacionadas e caracteristicas
fisico-quimicas similares ao nitrato de isoconazol (ex. miconazol, clotrimazol,
cetoconazol), para demonstrar a capacidade de selecdo do método. Conforme
apresentado na Figura 12, o composto miconazol, da familia dos imidazoéis que
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possui estrutura mais semelhante, eluiu em tempo de retencao diferente do obtido
com a analise da solucdo de isoconazol, obtendo-se valor de resolucdo de 5,
quando o critério de aceitacdo para adequacdo e conformidade do sistema por

CLAE é de no minimo 2.

P A Bhalti 1
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Figura 12: Cromatograma obtido da solucdo (diluente fase movel) SQT de
isoconazol e miconazol (50 pg mL™). Condicdes cromatogréficas: coluna HPLC SB
fenil (USP L11) 250 mm x 4,6 mm x 5 um; fase movel: trietilamina 1% (V/V) pH
ajustado a 2,9 com HzPO,): metanol: a acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4); fluxo

1,0 mL min™; detecgéio UV 225 nm; temperatura do forno: 45C.

5.3.2 Linearidade: Curva de calibracéo

A Tabela XV apresenta os resultados das areas dos sinais cromatograficos
(HPLC) para as concentracdes de 25,0 a 75,0 pg mL™* da concentracéo usual de
analise do padrao sintético avaliado, faixa que corresponde a 50 a 150 % de nitrato
de isoconazol. A representacdo grafica da curva padrdo do nitrato de isoconazol

SQT, obtida pela técnica de CLAE, encontra-se na Figura 13.
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Tabela XV: Dados analiticos para curva de calibracdo do doseamento de NI.

0 x 1 Média das 0
Intervalo (%) Concentragao ( pg ml™) Areas (u.a.) DPR (%)

50 25 502856 0,51

60 30 603460 1,11

70 35 696487 0,10

80 40 810419 0,47

90 45 899034 0,39

100 50 993659 0,71

110 55 1098174 0,09

120 60 1204940 0,33

130 65 1317975 1,74

150 75 1494289 0,52
1600000 === =77 T o o T o o T |
y = 19981x + 17791 | } } 1 .
1400000 - R?=0,9989 ! ! ! ! ! *’///‘*/ !
1200000 - i i i i i /’:// i i
< 1 1 1 1 P 1 1
= 1000000 -~~~ --F------—f--———-—f - f------ R el EEEEEEE
§ l 1 1 e 1 1 1
S 800000 - 1 1 1 . l l l l
g 1 1 s | | | |
T 600000 | : TS : : : :
7 | R | | | | |
L
T S S
0 1 1 1 1 1 1 1 1

0,0000 10,0000 20,0000 30,0000 40,0000 50,0000 60,0000 70,0000 80,0000
Concentracao fig/ml)

Figura 13: Representacdo grafica da regressao linear do método de doseamento

obtida na analise de linearidade da SQT através do software LC Solution —

Shimadzu

A Figura 14

representa a distribuicdo dos

residuos associados as

concentracbes empregadas para a obtencdo da curva de calibragdo. A diferenca

entre a reta ajustada e a observacéo realizada corresponde ao residuo. De acordo
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com a Figura 14, a distribuicdo de residuos encontra-se bem dispersa entre os
valores de concentracdo, sugerido que é fendmeno de alavancagem® pode ser

descartado.

Residuo (u.a.)

-20000 . , . , . , . , . , . ,
20 30 40 50 60 70 80

Concentracdo (mg mEl)

Figura 14: Representacdo grafica dos residuos na faixa de concentracao
empregada no meétodo de doseamento obtida na analise de linearidade da SQT

através do software LC Solution — Shimadzu.

5.3.3 Limites de deteccéo (LD) e de quantificacédo  (LQ)

O LD e o LQ foram calculados pelas equacdes descritas no item 4.4.3.3, com
os dados da linearidade. Para o célculo foram utilizados o coeficiente de correlagcédo
(ou regressao) linear e o desvio padrao do intercepto, ambos obtidos da curva
padrao média. Entdo, considerando-se esses dados, estimou-se que: LD = 3,83 ug
mL" e LQ = 11,60 pg mL™,

5.3.4 Exatidao: Teste de recuperacao
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De acordo com o ICH®, a exatiddo para produto acabado pode ser expressa
como percentual de recuperacdo. Tais dados foram obtidos pelo doseamento de
solucbes da amostra creme adicionadas de quantidades conhecidas da SQT. A
Tabela XVI mostra os valores de recuperacdo obtidos a partir da relagcao entre a
concentracéo declarada (nominal) e a concentracéo real obtida para doseamento de
isoconazol creme. A recuperacdo media obtida foi de 102,08 %, demonstrando que
o meétodo desenvolvido por CLAE é exato para a determinagcao do teor do farmaco

em creme.

Tabela XVI: Percentual de recuperacao obtida nas diferentes concentracdes —
Doseamento de isoconazol creme.

Conc.

Concentragao Conc. Te(’)_rlica Area média recuperada Recuperacéo

(%) (Mg mL™) (u.a.) (g mL ) (%)
80 40,80 906951 40,2 98,03
80 40,80 962348 42,5 103,76
80 40,80 938609 41,5 101,23
100 51,00 1188174 52,1 101,68
100 51,00 1218531 53,4 104,19
100 51,00 1201022 52,6 102,74
120 61,20 1421353 61,9 100,80
120 61,20 1467640 63,9 103,99
120 61,20 1443445 62,9 102,32

Média

Recuperacéo (%) 102,08
*DP 1,95
*DPR (%) 1,91

*DP: desvio padrdo *DPR: desvio padréao relativo

Observou-se que o método desenvolvido apresenta exatiddo, visto que o
valor de DPR obtido foi de 1,91 % para o teor.

5.3.5 Precisdo (Repetibilidade)

A repetibilidade foi avaliada pelo desvio-padrao relativo (DPR) entre as seis
amostras analisadas no mesmo dia, com o0 mesmo equipamento, mesmo analista e
mesmas condigbes ambientais, sendo também utilizados como critério de aceitagdo
os desvios-padréo relativos entre as triplicatas e o teor de recuperacdo entre 90 e

110 %. Os resultados da repetibilidade sdo mostrados na Tabela XVII.
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Tabela XVII: Doseamento de seis preparacdes de creme de isoconazol e seus
desvios (Equipamento 1: HPLC Shimadzu Proeminence DAD).

Preparacdes Conc. tedrica (g mL %) Area média (u.a.) Resultado (%)

1 52,70 1153507 101,51

2 49,50 1084881 100,03

3 49,60 1087570 100,25

4 51,00 1116148 100,63

5 51,00 1117981 101,57

6 52,30 1144885 101,52

Média 51,00 1117495 100,92
*DP 0,64 ] ]
**DPR (%) 0,63 ; ]

*DP: desvio padrdo **DPR: desvio padréo relativo

O método proposto para analise do produto na matriz creme apresenta
repetibilidade, visto que o desvio padréo relativo (DPR) das concentracdes médias
de isoconazol foi de 0,63 % para a amostra, quando o critério de aceitacdo € de <
5,0 %.

5.3.6 Precisao Intermediaria

Os resultados da precisao intermediaria sdo mostrados na Tabela XVIII.

Tabela XVIII: Doseamento de 6 (seis) preparacdes de creme dermatologico de
isoconazol e seus desvios (Equipamento 2: HPLC Hitachi DAD Elite LaChrom).

Preparacdes Conc. tedrica (igmL ') Area média (u.a.) Resultado (%)

1 49,4 4490260 100,72

2 52,2 4743484 100,66

3 51,8 4682647 103,79

4 51,7 4628408 99,17

5 52,1 4679922 103,75

6 51,3 4644439 102,96

Média 51,4 4644860 101,84
*DP 1,76 - ]
*DPR (%) 1,72 - -

*DP: desvio padrdo **DPR: desvio padréo relativo

Na Tabela XIX estad apresentada a diferenca entre as analises obtidas entre

dias, com diferentes equipamentos.
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Tabela XIX: Comparacédo das analises (entre dias e diferentes equipamentos)

Equipamento Resultado (%) entre dias
1 HPLC Shimadzu 100,92
2 HPLC LaChrom Elite 100,48
Média 100,70
DP 1,03
DPR (%) 1,02

*DP: desvio padrdo **DPR: desvio padréo relativo

De acordo com a Tabela XIX, observa-se diferenca significativa entre o0s
valores de éarea obtidos nos dois diferentes equipamentos (Shimadzu e Elite
LaChrom). Isso pode ser atribuido as diferencas entre lampadas, conexdes,
tubulagcédo, etc. No entanto, ndao houve diferenca significativa entre os tempos de
retencdo (LaChrom aproximadamente 5,4 minutos e Shimadzu aproximadamente

5,8 minutos).

Os resultados da Preciséo Intermediaria estdo de acordo com a RE n°899 da
ANVISA, uma vez que o desvio padréo relativo (1,72 e 1,19 %) foi inferior ao valor
estabelecido pela respectiva norma, que deve ser no maximo de 5 %. O desvio

padrao relativo entre dias e equipamentos foi de 1,02 %.

5.3.7 Robustez

Verificou-se que em todas as condicdbes empregadas o0s parametros
cromatograficos estiveram de acordo com as recomendacdes vigentes e que nao

houve discrepancia entre os teores observados.

Os resultados estdo apresentados nas Tabelas XX, XXI e XXII.
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Tabela XX: Avaliacdo da estabilidade das amostras

Concentracao A Adi
Amostra (i Area media Teor (%)

Nitrato de isoconazol
creme 50,3 1235576 101,60
tempo 0 horas
Nitrato de isoconazol
creme 50,3 1204922 101,20
tempo 24 horas

A solucdo de nitrato de isoconazol creme manteve-se estavel apos
armazenamento durante 24 horas em temperatura e luz ambiente e ndo foram

evidenciados picos secundarios.

Tabela XXI: Andlise quanto ao uso de diferentes filtros

Filtro Area média (u.a.) Teor (%)

Nylon® 4443536 105,40

Celulose Regenerada 4493858 106,34
Teflon® 4430045 104,82
Poliestireno 4414552 104,45

PVDF (fluoreto polivinidileno) 4459106 105,51
Polietersulfénico 4384889 103,74

Conforme os resultados obtidos, ndo houve discrepancia nos teores,
comparados aquele obtido com a amostra filtrada em celulose regenerada. Foi
utilizada a membrana de politetrafluoretileno (PTFE), de nome comercial Teflon®,
por apresentar caracteristicas quimicamente estaveis e inertes e indicadas para

aplicacao em filtracbes que envolvam solventes organicos agressivos.
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Tabela XXII: Variacdes nos parametros cromatograficos para determinacao de
robustez.

Concentracao Adi

Amostra gl Area media Teor (%)
Sem alteracéo * 51,3 1166550 105,40
Fluxo 0,9 mL min™* 51,3 1233528 106,34
Fluxo 1,1 mL mint 51,3 1012714 104,82

ca 0,

Adigdo de 5 % de 51,3 1115615 104,45
metanol na fase moével
Temperatura do forno
(40) 51,3 1119833 105,51
Diferente lote de Coluna 51,3 1148177 103,74

**

* Fase movel tampédo: metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4), fluxo de 1,0 mL min™,
temperatura do forno de 45 T e comprimento de onda de 225 nm, volume de injecdo de 10 pL e
coluna Sbh-Fenil Stable Bond 4,6 x 250 mm x 5 um, Agilent, lote B08048; ** Coluna Sh-Fenil Stable
Bond 4,6 x 250 mm x 5 ym , Agilent, Lote B08084.

Verificou-se estatisticamente atraves da analise de variancia ANOVA que nao
ha diferenca significativa entre os resultados. O método apresentou-se robusto, ndo
existindo, em nivel de 95% de confianca variacdo estatisticamente significativa

quanto as modificagdes.

5.3.8 Adequabilidade do sistema

Na Tabela XXIllI estdo apresentados os resultados dos parametros de
adequabilidade do sistema obtidos pelo método cromatografico, bem como os

valores preconizados pelo FDA.

Tabela XXIIl: Parametros de adequabilidade do sistema obtidos

Parametro Recomendacéao NI (HPLC NI (HPLC LaChrom
& Shimadzu) Elite)
Fator de(kr)eten(;ao k>2 262 250
Assimetria (T) T=<2 0,96 1,06
Pratos tedricos (N) N > 2000 7890 8560

Todos os parametros testados, conforme mostrado na Tabela XXIII

apresentaram valores de acordo com o recomendado.
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O método desenvolvido, através da cromatografia liquida com deteccdo por
absorcdo em 225 nm, utilizando a fase movel como diluente, mostrou-se sensivel,
linear, preciso e exato para analise quantitativa de nitrato de isoconazol creme. A
presenca dos excipientes contidos na formulacdo testada nao interfere com o pico
de interesse, o que foi indicado pela pureza do pico do farmaco. Neste aspecto, o
detector de arranjo de diodos foi de fundamental importancia, pois permitiu verificar

se compostos de polaridade semelhante néo estariam coeluindo com o farmaco.

A analise de regresséao linear forneceu a equacédo de reta Y = 20009,71x +

1662,99, com coeficiente de correlacdo de 0,9998.

O método mostrou-se exato e preciso, uma vez que seu percentual de
recuperacdo médio foi de 102,08% e os valores de DPR foram de aproximadamente
1,80%.

Em acordo com o apresentado, concluiu-se que a validagdo da metodologia
analitica do nitrato de isoconazol creme é aplicavel para qualquer fabricante de
medicamento que queira assegurar seus resultados, garantida a eficacia do principio

ativo que é largamente utilizado em processos antifangicos.

A técnica analitica apresentou parametros de validacdo condizentes com

recomendacdes internacionais e com a legislacéo sanitaria vigente no pais™’.

5.4 Estudo de Estabilidade
5.4.1 Fotdlise

A reacao de fotdlise € iniciada apds absor¢cdo de radiacdo eletromagnética. A
maioria dos principios ativos empregados na preparacdo de medicamentos
apresenta maximos de absorcdo na regido do ultravioleta do espectro
eletromagnético. A radiacdo ultravioleta é muito energética e pode propiciar a
clivagem de muitas ligacdes quimicas, ocorrendo a degradacdo da molécula. Desta
forma, é importante conhecer a fotoestabilidade das drogas utilizadas como
medicamentos e os produtos formados devido a fotdlise, além de avaliar a toxicidade

destes®.

5.4.1.1 Exposicao das amostras acondicionadas na  embalagem original
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Na decomposicéao fotolitica, a percentagem residual do farmaco presente nas
amostras do creme, armazenadas em camara climatica por 72 horas, manteve-se
constante no final do tempo especificado para a amostra, matéria-prima e branco de
NI, considerando a faixa de recuperacdo da amostra que abrange valores de 90% a
110% do farmaco. A Tabela XXIV descreve as concentracdes do farmaco obtidas

para as amostras testadas.

Tabela XXIV: Valores do teor de NI na matéria-prima e produto na forma de creme
submetida a fotolise durante 72 horas.

Amostra Concentracdo Teérica (g mL %) Resultado
Padrao NI SQT
100% 51,00 -
Amostra NI creme 54,75 101,14 %
Matéria-prima 51,96 96,87 %

Os cromatogramas encontram-se representados nas Figuras 15 a 17.

mALl 200

F LA hdulti 4

Izoconaz ol

150

100+

S0

| VO N

T

T T T T T T T T T T T T T T T
0.0 2.5 5.0 T5

- min_

Figura 15: Cromatograma obtido através da andlise do padrdo de nitrato de
isoconazol. Condi¢cBes cromatograficas: fase movel constituida de tampéao TEA 1%
(V/V) pH 2,9: metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4 V/V), fluxo de 1,0 mL
min™, coluna Agilent® Stable Bond Fenil (250 x 4,6 mm x 5 um), deteccdo em A de

225 nm, volume de injecdo 10 uL, temperatura de analise: 45 .
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Figura 16: Cromatograma obtido através da analise da amostra de nitrato de
isoconazol creme apods fotdlise. Condi¢cdes cromatograficas: fase movel constituida
de tampé&o TEA 1% (V/V) pH 2,9: metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4 V/V),
fluxo de 1,0 mL min?, coluna Agilent® Stable Bond Fenil (250 x 4,6 mm x 5 pm),
deteccdo em A de 225 nm, volume de injecdo 10 uL, temperatura de analise: 45<C.
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Figura 17: Cromatograma obtido através da analise da matéria-prima nitrato de
isoconazol apos fotdlise. Condicbes cromatograficas: fase movel constituida de
tampao TEA 1% (V/V) pH 2,9: metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4 V/V),
fluxo de 1,0 mL min, coluna Agilent® Stable Bond Fenil (250 x 4,6 mm x 5 pm),

deteccdo em A de 225 nm, volume de injecédo 10 pL, temperatura de analise: 45 <C.
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5.4.1.2 CondicGes empregadas na fotolise

Para o estudo da fotélise as amostras foram mantidas em cémara de
fotoestabilidade sob uma lampada branca fluorescente fria e uma lampada
fluorescente ultravioleta, da seguinte forma: pesadas previamente e dissolvidas no
diluente, sendo apds seus respectivos tempos de andlise, completadas ao volume
com diluente, obtendo-se a concentracéo final de 50 pg mL™. As amostras também

foram envoltas em papel aluminio como amostras controle.

O teor de NI em quantidades conhecidas da amostra, amostra controle,
matéria-prima e branco em solucdo (diluente) apdés exposicdo e ao final de cada
tempo foi determinado por CLAE. Os resultados obtidos estdo demonstrados nas
Tabelas XXV, XXVI e XXVII.

Tabela XXV: Valores experimentais obtidos no estudo de fotdlise das solugdes de NI
creme, obtidas por CLAE.

Tempo (horas) Teor (%)* DPR
0 98,91 0,13
12 98,67 0,20
24 98,81 0,37
36 98,41 0,12
48 98,72 0,26
60 97,70 0,33

* Cada valor representa a média de duas determinacdes

Tabela XXVI: Valores experimentais obtidos no estudo de fotdlise das solugbes de
matéria-prima de NI, obtidas por CLAE.

Tempo (horas) Teor (%)* DPR
0 100,33 0,27
12 100,40 0,39
24 100,56 0,19
36 99,78 0,42
48 99,33 0,29
60 86,53 0,36

* Cada valor representa a média de duas determinacgées
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Tabela XXVII: Valores experimentais obtidos no estudo de fotdlise das solucdes da
amostra controle de NI creme, obtidas por CLAE.

Tempo (horas) Teor (%)* DPR
0 99,02 0,25
12 98,82 0,36
24 98,90 0,58
36 98,67 0,63
48 98,66 0,52
60 98,99 0,63

* Cada valor representa a média de duas determinacdes

Os resultados obtidos mostraram que as amostras de NI em solugéo diluente
testadas sob exposicdo as lampadas branca fluorescente fria e fluorescente
ultravioleta ndo apresentaram significativo decaimento de teor (menor que 2,0 %) em
60 horas, 0 qual equivale a um tempo superior ao prazo de validade da amostra, que
corresponde a 43 horas (equivalente a dois anos). A comparagéo das concentragdes
obtidas entre as amostras referentes ao tempo zero (amostra ndo submetida a
radiacdo) e a que foi submetida a 60 horas de luz, sugere estabilidade da amostra
frente as condicdes de fotolise. A Figura 18 mostra o cromatograma apos 60 horas

de exposicdo a radiagéo.
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Figura 18: Cromatograma obtido através da analise da amostra nitrato de
isoconazol creme apods fotdlise durante periodo de 60 horas. Condi¢des
cromatograficas: fase moével constituida de tampao TEA 1% (V/V) pH 2,9: metanol:

acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4 V/V), fluxo de 1,0 mL min™, coluna Agilent®
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Stable Bond Fenil (250 x 4,6 mm x 5 um), deteccdo em A de 225 nm, volume de

injecdo 10 pL, temperatura de analise: 45 C

Na analise da pureza dos picos (Figura 19) verificou-se que a amostra
exposta durante o tempo maximo testado (60 horas) possui 0 mesmo espectro de
absorcdo na faixa de 200 a 800 nm da amostra que ndo sofreu hidrélise, pois em
toda a extensdo de um pico, varios espectros de UV/visivel sdo adquiridos, conforme
indica a Figura 20, que demonstra, através do software do detector de arranjo de
diodos, o espectro em diferentes posi¢cdes do pico e permite compara-lo com outras
posi¢des, confirmando a presenca de um Unico componente, pois 0S espectros sao
similares, bem como apresentar pureza de pico de 0,999995, indicando ser um pico

cromatografico puro.
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Figura 19: Grafico de pureza de pico referente ao pico de nitrato de isoconazol

solucdo amostra apos fotdlise.
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Figura 20: Grafico de pureza de pico referente ao pico de nitrato de isoconazol
solugcdo amostra apos fotolise.

5.4.2 Oxidativa

A estabilizacdo de farmacos frente a condigbes oxidativas envolve a
observacdo de um numero de precaucfes durante a manufatura e estocagem. O
oxigénio em recipientes farmacéuticos deve ser substituido por nitrogénio ou didxido
de carbono; assim como o contato com ions de metais pesados, que catalisam a

oxidacdo deve ser evitado e a estocagem deve ser a temperaturas reduzidas>*.

A Tabela XXVIII apresenta os resultados do estudo realizado com o
armazenamento do produto NI na forma de creme e da matéria-prima de NI em
peréxido de hidrogénio 3% por 24 horas. O cromatograma referente a amostra de NI

degradada esta representado na Figura 21.
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Tabela XXVIII: Valores do teor de NI na matéria-prima e produto na forma de creme
submetido & hidrolise oxidativa durante 24 horas

Concentracgao tedrica

Amostra 1 Resultado (%)
(Mg mL™)
Padrao 100% 51,00 -
Matéria-prima de NI 53,10 101,63 %
Amostra de NI creme 52,20 96,88 %
mﬂUguu PLndh Dbalti 1

Leocorazal

1504

1004

a0+

Figura- 21: Cromatograma obtido através da analise da amostra de NI na forma
creme apos hidrolise oxidativa. Condigbes cromatogréficas: fase movel constituida
de tampéo TEA 1% (v/v) pH 2,9: metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4 v/v),
fluxo de 1,0 mL min™ , coluna Agilent® Stable Bond Fenil (250 x 4,6 mm x 5 pm),

deteccdo em A de 225 nm, volume de injecéo 10 pL, temperatura de analise: 45C.

No tempo de retengcdo de aproximadamente 2,5 minutos é observado um pico
com elevada absor¢éo, o qual é atribuido ao conservante utilizado no peroxido de
hidrogénio. Apds 24 horas de reacdo oxidativa, o teor da amostra de NI creme foi
reduzido para cerca de 97 %. Nao foi observado, porém, o aparecimento de picos
secundérios correspondentes a produtos de degradacdo. No entanto, para a
matéria-prima de NI, o teor obtido foi de 101,63%, ndo apresentando, portanto,

reducao de teor apds 24 horas de reacao.
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5.4.3 Hidrolise acida

O farmaco e a forma farmacéutica creme, submetidos ao meio acido durante
6 horas, ndo apresentaram picos sugestivos de degradacao (Figuras 22 e 23). Além
disso, nao foi observada reducéo do teor do farmaco em SQT e em creme. A Tabela

XXIX apresenta os resultados.

Tabela XXIX: Valores do teor de NI na matéria-prima e produto na forma de creme
submetidos a hidrdlise 4cida durante 6 horas.

Concentracao tedrica

Amostra 1 Resultado (%)
(Mg mL™)
Padrdo 100% 51,00 -
Matéria-prima de NI 52,00 100,39
Amostra de NI creme 50,65 101,52
A 200 = FOA hlulti 1
150—- -
1IIIIII—_
50—:
o 1 2 3 3 5 & 7 _

Figura- 22: Cromatograma obtido através da andlise da amostra na forma creme
apos hidrolise acida. Condi¢cbes cromatograficas: fase movel constituida de tampéo
TEA 1% (V/V) pH 2,9 metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4 V/V), fluxo de
1,0 mL min™, coluna Agilent® Stable Bond Fenil (250 x 4,6 mm x 5 pum), deteccao

em A de 225 nm, volume de injecdo 10 uL, temperatura de analise: 45 .
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Figura- 23: Cromatograma obtido através da analise da matéria-prima de NI apos
hidrolise acida. Condi¢cdes cromatograficas: fase mével constituida de tampédo TEA
1% (V/V) pH 2,9 metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4 V/V), fluxo de 1,0 mL
min™, coluna Agilent® Stable Bond Fenil (250 x 4,6 mm x 5 pm), deteccdo em A de

225 nm, volume de injecdo 10 pl, temperatura de analise: 45<C.

5.4.4 Hidrolise alcalina

O estudo de estresse do farmaco em meio alcalino com armazenamento do
NI na forma creme e da matéria-prima em hidroxido de sodio 0,1 M apds um periodo
de 6 horas foi possivel observar o decaimento do teor do farmaco para ambas as
amostras: produto na forma creme e matéria-prima, conforme apresenta a Tabela
XXX. As Figuras 24 e 25 apresentam, respectivamente, 0os cromatogramas da

solucdo amostra de NI creme e da solucao da matéria-prima de NI.
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Tabela XXX: Valores do teor de NI na matéria-prima e produto na forma de creme

submetidos a hidrélise alcalina durante 6 horas.

Amostra Concentracgao tedrica Resultado (%)
(ug mL™)
Padrdo 100% 51,00 -
Matéria-prima de NI 51,36 42,57
Amostra de NI creme 51,12 69,78
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Figura 24: Cromatograma obtido através da analise da amostra na forma creme
apos hidrélise alcalina. Condicbes cromatograficas: fase movel constituida de
tampao TEA 1% (V/V) pH 2,9: metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4 V/V),
fluxo de 1,0 mL min™, coluna Agilent® Stable Bond Fenil (250 x 4,6 mm x 5 pm),

deteccdo em A de 225 nm, volume de injecéo 10 pL, temperatura de analise: 45C.
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Figura 25: Cromatograma obtido através da anélise da matéria-prima apés hidrélise

alcalina. Condicdes cromatograficas: fase movel constituida de tampdo TEA 1%
(VIV) pH 2,9: metanol: acetonitrila: tetrahidrofurano (8:6:4:4 V/V), fluxo de 1,0 mL
min™, coluna Agilent® Stable Bond Fenil (250 x 4,6 mm x 5 pm), deteccdo em A de

225 nm, volume de injecao 10 pL, temperatura de analise: 45<C.

As amostras preparadas e analisadas em condi¢cdes menores de tempo de

exposicao armazenadas em hidréxido de sédio 1 M nos tempos de 0, 1, 2, 3 e 4

horas também apresentaram gradativamente decréscimo de teor, conforme indicado

na Tabela XXXI.

Tabela XXXI: Resultados da anélise do produto em condi¢des alcalinas — NaOH 1 M

Concentragao teorica Resultado
Amostra 1 o
(g ML) (*0)
Padrdo 100% 49,80 -
Amostra ndo submetida a hidrolise 50,40 100,86
Amostra hidrdlise alcalina - 1 hora 51,04 12,58
Amostra hidrolise alcalina - 2 horas 50,79 10,87
Amostra hidrolise alcalina - 3 horas 50,79 9,44
Amostra hidrélise alcalina - 4 horas 50,27 8,57
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Os resultados obtidos demonstraram uma forte queda no teor residual do
farmaco com a utilizacdo de uma condicdo mais forte de base e que reduziu
gradativamente conforme o tempo de exposicdo. Em todas as amostras foi
determinada a pureza de pico cromatografico no tempo de retencédo do farmaco em
estudo comprovando a inexisténcia de impurezas que poderiam estar coeluindo com
o NI.

No entanto, na analise dos cromatogramas néao foi observada a formacao de
produtos de degradacdo no espectro de absor¢cdo na faixa de 200 a 800 nm,
verificado através do DAD. Com isso, foi avaliada a possibilidade do surgimento de
espécies interconvertiveis, realizando-se a leitura (espectrofotdmetro ultravioleta na
faixa de 200 a 800 nm) da amostra em condi¢cées normais de pH, variando-se o pH
em ambos sentidos (de pH 1,0 a 12,0). O espectro com a sobreposicéo das leituras
de diferentes pHs identificou um ponto isosbéstico em aproximadamente 275 nm,
conforme apresentado na Figura 26. A realizacdo do ensaio comprova indicios
indicando que o estudo de degradacéo realizado ndo acarretara em degradacdo da
amostra — reacao irreversivel (em condi¢bes alcalinas), e sim em uma reacdo

reversivel.
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Figura- 26: Sobreposicao das leituras dos espectros das amostras de nitrato de

isoconazol creme em diferentes valores de pH.
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Na analise de trés diferentes solu¢bes de amostras de NI creme, com controle
de pH destas solucdes, pode-se verificar, conforme resultado apresentado na Tabela
XXXIlI que, comparando-se as solucdes preparadas com o degradante e
posteriormente neutralizadas até o valor de pH da amostra sem o degradante (pH
4,4) com a solucdo amostra de NI creme preparada em condi¢cdes nas quais néo €

submetida a hidrolise (pH 4,4), ambas apresentam teor de recuperacao do farmaco.

Tabela XXXII: Resultados da analise do produto em condi¢des alcalinas — avaliagao
da reversibilidade da reacao.

Amostra Concentracdo teérica (  pug mL™) | Resultado (%)
Padrdo 100% 49,80 99,59
Amostra em c_ondlgoes 50.40 100.86
normais

Amostra hidrélise alcalina
NaOH 1M neutralizada e

condicdo pH da amostra 50,04 101,40
original

Amostra hidrolise alcalina

NaOH 1M - condi¢éo pH 51,03 101,10

da amostra original com
H3PO,
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A determinacdo qualitativa da matéria-prima nitrato de isoconazol apresentou
conformidade com a técnica descrita na monografia, bem como sua determinacao
quantitativa, garantindo sua utilizacdo como padrdo de trabalho (SQT), critério de
fundamental importancia para dar partida a validacdo da metodologia analitica do NI

creme, demonstrando-se a confiabilidade dos resultados das analises executadas.

Nas condigbes experimentais estabelecidas, o método cromatografico
desenvolvido para a determinacdo quantitativa de nitrato de isoconazol na forma
farmacéutica creme foi seletivo e cumpriu com os requisitos de linearidade, precisao,

exatidao e robustez.

A validacdo da metodologia analitica, realizada de acordo com o disposto na
RE 899/03 da ANVISA apresentou-se particularmente eficiente, permitindo
resultados coerentes com os limites estabelecidos pela legislacdo vigente,
lembrando que métodos analiticos validados constituem-se em exigéncia dos 0rgaos

reguladores para obtencéo de registro de medicamentos.

O estudo de degradacdo forcada no nitrato de isoconazol SQT e forma
farmacéutica creme demonstraram susceptibilidade do farmaco frente as condicdes
de hidrodlise alcalina, apresentado reducéo drastica no teor, principalmente quando
submetido a condi¢bes mais fortes de meio alcalino, contudo ndo foi observada a
presenca de produtos de degradacdo. Através da analise da amostra em
espectrofotometro ultravioleta na faixa de 200 a 800 nm foi observado o ponto
isosbéstico em aproximadamente 275 nm, o que indica que nas condi¢cdes de
hidrélise alcalina, trata-se de uma reacgédo reversivel, o qual foi comprovado através
do ajuste de pH da solucdo da amostra hidrolisada alcalinamente as condi¢des

inicias da solucéao.
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Frente as demais condi¢do de estresse testada no farmaco nao foi verificada
diferencas significativas na concentracéo do farmaco. Através da analise do farmaco
no detector de arranjo de diodos, frente as condicfes de estresse, nao foi observada
a presenca de impurezas no pico do farmaco, sendo, portanto, um método indicador

de estabilidade.
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