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RESUMO

As fluorquinolonas sdo uma classe de antimicrobianos que se destacam como importante
alternativa para tratamento de infeccBGes causadas por bactérias, apresentando amplo espectro
de acdo. Métodos analiticos encontrados na literatura relacionados ao marbofloxacino (MAR,
fluorquinolona de segunda gera¢do) mostram um predominio no uso de solventes organicos
toxicos, que promovem a geragdo de residuos, potencialmente prejudiciais ao meio ambiente e
ao operador. Diante disso, foi proposto um método analitico para a analise quantitativa de MAR
em comprimidos, por meio de espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV). Assim, através
do desenvolvimento e validacdo de um método eco-friendly, objetivou-se rapidez, baixo custo,
utilizacdo de solventes menos toxicos, reduzindo assim, as acdes nocivas aos operadores, bem
como residuos ao meio ambiente, em conformidade com os principios da Quimica Analitica
Verde. O método foi desenvolvido e validado para a quantificacdo de MAR em comprimidos
por espectrofotometria na regido do UV a 296 nm, utilizando cubetas de quartzo e como
diluente agua purificada: etanol (80:20, v/v). O método foi linear na concentracao de 3-9 pg/mL,
com coeficiente de correlagdo de 0,9994, preciso com desvio padréo relativo (DPR) de 1,20 %
para o nivel intradia, 1,68 % para o nivel interdia e 3,26 % para o nivel interanalista, exato com
recuperacdo média de 100,39 %, seletivo na comparacdo de MAR padrdo e amostra e robusto
perante alteragcBes no comprimento de onda e na proporcao de etanol usado na preparagdo das
solugdes de trabalho. O teor médio de MAR nos comprimidos analisados, utilizando o método
validado, foi de 103,67 %. Assim, o método pode ser aplicado para avaliacdo quantitativa de
MAR em comprimidos de forma ecologicamente sustentavel, confiavel e eficaz, sendo uma
opcao analitica verde para laboratorios quimico-farmacéuticos.

Palavras-chave: Controle de Qualidade, Validagdo de método analitico; Quimica Analitica

Verde; Marbofloxacino; Espectrofotometria no UV.



ABSTRACT

Fluoroquinolones are a class of antimicrobials, which stand out as an important alternative for
the treatment of infections caused by bacteria with a broad spectrum of action. Analytical
methods found in the literature related to marbofloxacin (MAR, second-generation
fluoroquinolone) show a predominance in the use of toxic organic solvents, which promote the
generation of waste, potentially harmful to the environment and the operator. Therefore, an
analytical method was proposed for the quantitative analysis of MAR in tablets, by means of
spectrophotometry in the ultraviolet (UV) region. Thus, an eco-friendly method was developed
and validated aiming speed, low cost, use of less toxic solvents, reducing harmful actions to
operators, as well as waste to the environment, in accordance with the principles of Green
Analytical Chemistry. The method was developed and validated for the quantification of MAR
in tablets by spectrophotometry in the UV region at 296 nm, using quartz cuvettes and purified
water: ethanol (80:20, v/v) as a diluent. The method was linear at the concentration of 3-9
ug/mL, with a correlation coefficient of 0.9994 (standard), accurate with a relative standard
deviation (RSD) of 1.20 % for the intraday level, 1.68 % for the interday level is 3.26 % for the
interanalyst level, exact with an average recovery of 100.39 %, selective in the comparison of
standard and sample MAR and robust against changes in wavelength and in the proportion of
ethanol used in the preparation of stock solutions. The average content of MAR in tablets, using
the validated method, was 103.67 %. Thus, the method can be applied for quantitative
assessment of MAR in tablets in an ecologically sustainable, reliable and effective way, being
a green analytical option for chemical-pharmaceutical laboratories.

Keywords: Quality Control, Analytical method validation; Green Analytical Chemistry;

Marbofloxacin; UV spectrophotometry.
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1. INTRODUCAO

Geralmente em medicina veterinaria a classe de antimicrobianos das fluorquinolonas é
muito utilizada. As fluorquinolonas agem na parede estrutural das bactérias, apresentando
amplo espectro de agdo, elevada atividade contra bactérias, sem resisténcia cruzada a outros
antimicrobianos, além de baixa ligagdo proteica, alta biodisponibilidade e tempo de meia-vida
longo (OLIVEIRA et al., 2015; LI et al., 2021).

O marbofloxacino pertence a segunda geracgdo das fluorquinolonas, que deriva do acido
carboxilico, sua estrutura possibilita que seja permedvel as células e tecidos, resultando em
melhor biodisponibilidade e meia-vida mais longa (BHARDWAJ et al., 2020; CORUM et al.,
2020; Ll etal., 2021; SILVA et al., 2021; SILVA et al., 2022). Apresenta-se como po cristalino
amarelo claro, ligeiramente solivel em agua, moderadamente ou ligeiramente sollvel em
cloreto de metileno e muito ligeiramente soluvel em etanol (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2019). E utilizado somente em campo veterinario, apresentando efeito
bactericida, a partir da inibicdo das enzimas DNA girase (topoisomerase 1) e topoisomerase
IV, que sdo essenciais para o isolamento do cromossomo, a replicacéo, a transcrigdo e o reparo
do DNA em bactérias (BHARDWAI et al., 2020; CORUM et al., 2020; L1 et al., 2021).

Apresenta amplo espectro de acdo, atuando contra varias bactérias, incluindo Gram-
negativas como Escherichia coli e Pseudomonas spp.; Gram-positivas como por exemplo
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae; anaerdbias como Clostridium, bem como
Mycoplasma pneumoniae. O marbofloxacino também se destaca ao atuar melhor contra
especies de Pseudomonas em comparacdo a outros farmacos dessa classe como o
enrofloxacino, além de exibir baixa toxicidade (CORUM et al., 2020).

Esse farmaco é geralmente indicado para infecgdes dermatoldgicas, respiratdrias e do
trato urinario, que podem ser resultantes de bactérias ja mencionadas, ressaltando que o uso

indiscriminado desse farmaco pode resultar em resisténcia bacteriana (SHEN et al., 2012),
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sendo assim, é essencial que haja uma garantia da qualidade desse medicamento, para que 0
mesmo seja seguro e eficiente, cumprindo com todas as suas especificacoes.

Com isso, torna-se importante o desenvolvimento de métodos analiticos que assegurem
propriedades de qualidade do produto. Alguns métodos foram encontrados na literatura, em
especial envolvendo a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC do inglés High
Performance Liquid Chromatography), e em menor quantidade, métodos por
espectrofotometria e microbioldgicos. Assim, cabe ressaltar que no desenvolvimento de novos
métodos e técnicas analiticas existe atualmente um foco e relevancia para que esses métodos se
adaptem aos principios da Quimica Analitica Verde (QAV), visando uma producdo mais
ecoldgica, preservando o meio ambiente e a salde do operador, no entanto, pode-se inferir que
nos métodos encontrados na literatura ndo se observa uma prioridade em seguir tais principios,
portanto, nesse cenario € evidente a necessidade de se abordar o uso da QAV.

Neste trabalho foi realizada uma reviséao da literatura englobando os métodos analiticos
existentes para o marbofloxacino, considerando de forma critica o seguimento com relacéo aos
principios da QAV. Assim, foi desenvolvido um método eco-friendly por espectrofotometria
na regido do ultravioleta para a avaliacdo de marbofloxacino na forma de comprimidos. Foi
priorizada a busca por um desenvolvimento mais ecoldgico, reduzindo a geracao de residuos,
com o uso de solventes mais seguros e menos tdxicos, com volume reduzido, e com a utilizacédo
de menor quantidade de farmaco, minimizando assim a geracdo de residuos, os impactos ao
meio ambiente e a saude do operador, além disso, buscou-se por um método mais rapido, com
reducdo no tempo de analise, e que fosse de fécil execucéo e baixo custo, seguindo os principios

da QAV e sustentavel.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. MARBOFLOXACINO

2.1.1. Caracteristicas

As caracteristicas do marbofloxacino (MAR) estdo listadas abaixo (USP, 2018;
EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2019):

Formula Molecular: C17H19FN4Oa, apresentando estrutura quimica:

o OH

Figura 1. Estrutura quimica do marbofloxacino (CAS 115550-35-1).

Peso Molecular: 362,36 g/mol;

pKa: 5,38 e 6,16;

Log P: -0,53; -0,045;

NUmero CAS: 115550-35-1;

Ponto de fuséo: 268-269 ° C;

Solubilidade: ligeiramente soltivel em dgua, moderadamente ou ligeiramente solivel em
cloreto de metileno, muito ligeiramente soldvel em etanol (96 %) (EUROPEAN
PHARMACOPOEIA, 2019).

Formas Farmacéuticas: comprimidos e solugdo injetavel.

Nome comercial: Aurizon e Marbocyl (laboratério Vetoquinol®) (VILALTA et al.,

2012); Marbopet e Marbox (laboratério CEVA®) (CORUM et al., 2020).


https://www.lgcstandards.com/BR/pt/search?text=115550-35-1
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2.1.2. Mecanismo de agdo

O MAR é um &cido carboxilico, pertencente a segunda geracao de fluorquinolonas, que
atua inibindo a atividade da DNA-girase e da topoisomerase IV, enzimas fundamentais a
replicacéo e transcricdo do DNA bacteriano, assim a inibicdo destas enzimas leva a morte da
bactéria (SHEN et al., 2012; LEI et al., 2017; SILVA et al., 2021; SILVA et al., 2022).

2.1.3. Espectro de acéo

Esse farmaco apresenta amplo espectro de acdo englobando tanto bactérias Gram-
positivas quanto Gram-negativas, e também Mycoplasma (LEI et al., 2017).

2.1.4. Aplicagéo

Utilizado no &mbito veterinrio, esse medicamento vem sendo geralmente indicado para
infeccOes dermatoldgicas, respiratérias e do trato urinério, que podem ser resultantes de

bactérias ja mencionadas acima (SHEN et al., 2012).

2.2. CONTROLE DE QUALIDADE TOTAL (CQT)

De acordo com Trindade e colaboradores (2018) o termo controle de qualidade se refere
a constante tentativa de fabricacdo de um medicamento perfeito, e para isso existe um conjunto
de normas que regem sua seguranca e eficacia. lgualmente, a qualificacdo do profissional
responsavel por atividades da industria farmacéutica diretamente relacionadas a garantia de um
produto seguro, sem apresentar qualquer perigo a populacdo. Esse sistema de garantia de
qualidade, envolve também a validacdo de processos.

Além disso, existem ainda outras definicdes desse setor, como Paula e colaboradores
(2017) exemplificam qualidade no dominio empresarial sendo a aquiescéncia ao que os clientes
exigem, tendo assim suas necessidades atendidas, com o cuidado na gestdo de néo
conformidades, com integracéo de intervencdes para correcdo. Nesse contexto, surge a gestdo
da qualidade cuja abordagem € a padronizagédo de processos, que atua no desenvolvimento da

organizacéo, proporcionando vantagem competitiva.
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2.2.1. Funcédodo CQ

S&o muitas as fungdes do CQ, ndo importando 0 &mbito em que se atua. Esse setor ndo
deve ser negligenciado pois atua como instrumento para resolucdo e prevencédo de erros,
elucidando problemas que possam vir a ocorrer (PAULA et al., 2017).

Assim sendo, Berti e Santos (2016) referem que os padrdes de qualidade s&o utilizados
pelas indUstrias para seguir as normas pertinentes ao ramo e também para permanecer no
mercado, entdo quando estdo presentes nas diversas etapas do processo produtivo, maiores sao
os lucros para a empresa, e maior seré a confiabilidade perante o consumidor e ao mercado.

Portanto, Trindade e colaboradores (2018) descrevem que o controle de qualidade tem
como objetivo alcancar as melhorias necessarias em todo o processo produtivo dentro de uma
indUstria farmacéutica, ou qualquer outra empresa, com o enfoque nas exigéncias do
consumidor, com necessidade em proporcionar a qualidade, eficacia, seguranca, credibilidade
dos medicamentos, e consequentemente a fidelidade do cliente.

2.2.2. Importancia do CQ na industria farmacéutica

Na industria farmacéutica, esse setor é fundamental, pois como apontam Rocha e
Galende (2014) o mesmo objetiva seguranca, confiabilidade e eficiéncia de produtos e insumos
farmacéuticos, compondo uma das etapas mais importantes no processo de fabricacdo. Assim,
para garantia do cumprimento desses requisitos, as inddstrias farmacéuticas devem estar de
acordo com o que é preconizado por 6rgaos reguladores como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

Com isso, Trindade e colaboradores (2018) referem que a importancia desse sistema
estd na garantia de que os medicamentos sejam planejados e desenvolvidos através de Boas
Préticas Laboratoriais (BPL), para assegurar e verificar se um medicamento esta dentro dos

padrbes de qualidade exigidos, através de avaliacdo e medigdo. Assim, inserido dentro das Boas
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Préticas de Fabricacdo (BPF), constituindo um conjunto de normas obrigatdrias feitas para a
producdo de medicamentos e afins.

Além disso, em conformidade com Silva e colaboradores (2017), a seguranca de um
medicamento, de qualquer classe, esta profundamente ligada & sua qualidade, porém nédo se
considera apenas esse critério.

Logo, como Paula e colaboradores (2017) destacam, que é fundamental a manutencéo
e implantacdo de projetos da qualidade com a certeza de melhor execucéao de processos, e assim,
dos produtos. Sendo necessario que os componentes da organizacdo como um todo estejam de
acordo com os procedimentos implantados e da importancia do cumprimento destes.

2.2.3. Falhasno CQ

Os medicamentos poderiam ser distribuidos ou comercializados antes que se tenha
certificado de que cada lote de produgéo tenha sido produzido e controlado de acordo com 0s
requisitos do registro e quaisquer outras normas relevantes a producgéo, ao controle e liberacdo
de medicamentos e desvios, ou seja, sem um procedimento de auto inspecao ou auditoria interna
de qualidade que avalie regularmente a efetividade e aplicabilidade da garantia de qualidade
(TRINDADE et al., 2018).

Atuando de forma incorreta esse setor pode ainda apresentar inseguranca, falta de
qualidade ou ineficécia, assim aumentando 0s riscos inerentes em qualquer etapa da producéo
de um medicamento, inclusive no produto final (TRINDADE et al., 2018).

E também, como Paula e colaboradores (2017) demonstram, sem CQ seja em etapas de
producdo ou gerenciamento, pode-se resultar em consequéncias diversas como custos
desnecessarios, trabalhos perdidos e efeitos problematicos aos consumidores.

2.2.4. Consequéncias de falhas no CQ

Das consequéncias que a atuacdo incorreta do setor de CQ proporciona, ocorre grande

impacto negativo, de varias formas, principalmente em relacdo ao paciente, incluindo riscos
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para 0s mesmos, caminhando assim para um cenario em que a doenca nao seja combatida com
medicamentos de qualidade, pois o farmaco ndo oferecerd seguranca e eficdcia. Assim
acarretando possivel resisténcia, efeitos negativos, agravos na doenca, contribuindo para maior
disseminacdo da doenca ndo curada, assim colocando em risco a qualidade de vida desses
pacientes, que terdo que fazer maior uso do servi¢co de saude, por exemplo para tentar
novamente o tratamento, fazer acompanhamento, e assim o nimero de casos aumentara por
falta de tratamento eficaz, entre outros, o que auxilia na sobrecarga do sistema de salde.

Dessa forma, Silva e colaboradores (2017), relatam que em salde publica,
medicamentos com qualidade duvidosa ou abaixo dos padres exigidos pelas agéncias
reguladoras tém se tornado um grande problema. Medicamentos esses que podem ser resultados
de processos de producdo e de padrbes inadequados, embalagem inadequada, controle de
qualidade de produtos ineficiente, entre outros.

Portanto, Martinez e colaboradores (2020), ressaltam a importancia de se garantir o CQ
no que permeia os produtos, destacando como exemplo da falta de garantia de qualidade nas
etapas de producdo, uma situacdo em que o produto pode ndo oferecer a qualidade necessaria
por ter sido utilizada matéria-prima que ndo cumpre aos parametros de qualidade exigidos, ou
seja uma auséncia de qualidade logo no inicio da producéo, portanto o produto final apresentaria
consequéncias ao paciente.

2.2.5. Falhas do CQ no ambito de antimicrobianos

Como Silva e Aquino (2018) descrevem, a resisténcia das bactérias aos antimicrobianos
mais convencionais é atualmente um dos maiores e mais consideraveis problemas para a satde
publica, sendo necessarios estudos para melhora desse cenario.

Diante disso Furtado e colaboradores (2019) apontam, que o uso ndo racional de
antimicrobianos auxilia no processo de resisténcia bacteriana, e também o consumo

indiscriminado desses farmacos pode originar bactérias multirresistentes.
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Visto que, segundo a World Health Organization (2017) essas bactérias que vém
apresentando resisténcia, representam uma ameaca especifica em hospitais, lares de idosos e
entre pacientes cujos cuidados requerem dispositivos como ventiladores e cateteres de sangue,
e como exemplos de algumas bactérias mais criticas destacam-se, Acinetobacter, Pseudomonas
e, vérias Enterobacteriaceae, como Klebsiella, Escherichia coli, Serratia e Proteus.
Salientando que as mesmas podem causar infec¢fes que podem levar ao dbito, como infecgdes
na corrente sanguinea e pneumonia.

Diante disso, considerando a rapida multiplicacdo destes microrganismos, e 0 USO
indiscriminado de antimicrobianos, tem-se 0 aumento no desenvolvimento de resisténcia aos
mesmos (SILVA & AQUINO, 2018).

E também, em concordancia com Furtado e colaboradores (2019), com o controle do
consumo de antimicrobianos, colabora-se com avaliagfes em variados graus, como habitos de
prescricdo, introducdo de novos farmacos e variagdo da flora bacteriana local.

Assim, estudos sugerem, gue o contato direto do trabalhador com o paciente infectado
pode facilitar a disseminacdo de superbactérias e aumentar assim o risco de o profissional
adquirir resisténcia aos antimicrobianos disponiveis (LARIOS et al., 2017).

Visto que, existem ainda diversas formas de se adquirir essa resisténcia, como Larios e
colaboradores (2017) exemplificam, que existem evidéncias cientificas de que antibioticos
podem estar suspensos no ar, destacando o que ocorre durante a manipulacdo da penicilina, em
que os profissionais podem inspirar poeiras, solucGes e aerossois desse farmaco, o que pode vir
a auxiliar em resisténcia.

Dessa forma, Silva e Aquino (2018), relatam que as industrias farmacéuticas enfrentam
desafios para o desenvolvimento constante de novos medicamentos, tratamentos e estratégias,

com objetivo de melhorar esse cenario que a resisténcia antimicrobiana apresenta.
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No entanto, como apresentam Silva e Aquino (2018), esse setor teve sua produgéo
reduzida, o que se torna um problema pois assim o empenho na descoberta de novos
medicamentos antimicrobianos decresceu, 0 que é uma situagdo preocupante pois esse setor
resulta em produtos fundamentais, e com a ocorréncia de resisténcia se torna necessaria a
descoberta de novos antimicrobianos eficazes.

Sendo assim, Silva e Aquino (2018) descrevem ainda que a pesquisa e desenvolvimento
de novos antimicrobianos tem decaido muito pois sdo pesquisas a longo tempo para uma
situacdo em que poderd ter auséncia de retorno do investimento e também em razdo da
resisténcia recorrente ocorre rapido desuso dos mesmos.

Dessa forma, Browne e colaboradores (2020) ressaltam que o teste de sensibilidade
antimicrobiana (TSA) de alta qualidade é uma importante ferramenta de salde publica, que
possibilita a identificagdo de resisténcia antimicrobiana.

Além disso, maior prudéncia e monitoramento no que se trata da resisténcia
antimicrobiana, com relatérios padronizados de dados de (TSA) e implementacéo de avaliacao
de controle de qualidade externa, é fundamental para favorecer a politica e pratica de tratamento
baseada em evidéncias (BROWNE et al., 2020).

Diante disso, existem muitas leis e normas que regem esse setor, em consonancia com
Sampaio e colaboradores (2018) pode-se exemplificar a Lei n°® 9.782, de 1999, que criou 0
Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria e a Resolu¢cdo CNS n° 338, de 2004, instituindo a
Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica, tendo grande relevancia para o controle da
utilizacdo de medicamentos.

Também, como apresentado por Sampaio e colaboradores (2018), com a intencéo de
apoio ao uso racional de antimicrobianos, a ANVISA publicou em 2017 o Plano Nacional para
a Prevencdo e o Controle da Resisténcia Microbiana nos Servigos de Salude, que complementa

a ja publicada RDC 20 (2011) por abranger os servigos de salde.
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Dessa forma, Costa e Silva Junior (2017), reforcam que para combater o problema da
resisténcia microbiana, pesquisas nas ciéncias direcionadas ao reconhecimento da
biodiversidade e bioprospecgédo de novos produtos naturais com atividade antimicrobiana sao
essenciais para o desenvolvimento de novos antimicrobianos, assim como as nanociéncias e a
nanotecnologia para o melhoramento dos medicamentos existentes e desenvolvimento de novas
formas farmacéuticas. E acima de tudo, a qualidade dos produtos é o primeiro passo para 0 uso
correto de medicamentos e o combate a resisténcia microbiana.

2.2.6. Meétodos que 0 CQT geralmente utiliza

Sendo assim, Paula e colaboradores (2017), referem que ferramentas e programas da
qualidade representam importantes e necessarios instrumentos para que o sistema da garantia
da qualidade obtenha méxima eficiéncia e eficacia, e também que processos de melhoria
continua da qualidade sdo baseados no ciclo PDCA, método utilizado para planejar ou
desenvolver, realizar ou implementar, checar ou monitorar, e padronizar ou melhorar 0s
preceitos da qualidade nas organizagoes.

Segundo Silva e colaboradores (2017), esse setor analisa caracteristicas que exigem
realizacdo de andlises fisico-quimicas e bioldgicas, com necessidade de conhecimento de suas
propriedades fisico-quimicas, imunoldgicas e citotdxicas, bem como de seus perfis de absorcao,
distribuicdo, metabolismo, excrec¢do e toxicidade.

Portanto Trindade e colaboradores (2018), referem ainda que a utilizacdo do CQ na
indUstria farmacéutica, necessita da validagdo de processos, um documento que indica
resultados positivos de que o método de fabricacdo é seguro estando dentro dos limites
estabelecidos, tendo resultados almejados. E também, esse sistema engloba a revisdo da cadeia
produtiva, incluindo instalagdes e equipamentos garantindo a qualidade desejada dos produtos.

Para garantir a qualidade do produto farmacéutico existem diversos métodos, como

exemplificam Prado e Rocha (2015), as técnicas espectroscdpicas Vvibracionais de
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infravermelho (1V), consistem no estudo de vibragcdes moleculares fundamentais, que séo
sensiveis as estruturas, as conformacdes e ao ambiente de um composto e, por isso, sdo usadas
para caracterizacdo e identificagdo de formas cristalinas de insumos farmacéuticos ativos.

Com isso, a espectroscopia no IV é um método fundamental muito utilizado para
identificacdo de substancias, em que a regido do IV no espectro eletromagnético esta situada
entre as regides do visivel e das micro-ondas, e é subdividida em trés partes: proximo, médio e
distante, sendo que a mais utilizada é a do IV médio, embora as regides do distante e,
principalmente do préximo, venham ganhando maior aceitacdo (AMORIM et al., 2013).

Por fim, a implementacdo de métodos cromatograficos € fundamental para o CQ, em
conformidade com Gomes e colaboradores (2020), destacam a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE ou HPLC do inglés High Performance Liquid Chromatography), que tem
como principal propriedade a capacidade de separar e quantificar substancias de diferentes
polaridades e, associada a espectrometria de massas, identific-las ou confirmar as suas
identidades somente com uma medida analitica.

Também, a técnica de CLAE é muito versatil, com boa eficiéncia, exatiddo e precisao
de resposta, 0 que a torna uma ferramenta analitica indispensavel nos processos de controle de
qualidade de produtos contendo varios principios ativos, aditivos e/ou componentes
enriquecidos. No entanto, para a separacao das espécies quimicas de um determinado produto,
a CLAE emprega uma coluna cromatografica que € um dos componentes de mais alto custo e
de vida atil mais curta, de acordo com o tipo de amostra analisada e das condic¢@es de analises
empregadas (GOMES et al., 2020).

As analises espectrofotométricas desempenham um papel importante nos laborat6rios
de CQ, principalmente na indudstria farmacéutica, no entanto com a utilizacdo da cromatografia
essas técnicas eficientes passaram a ser menos utilizadas, mesmo oferecendo resultados 6timos

apods sua validacdo (ALESSIO et al., 2017).
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Apesar da superioridade do uso da CLAE nas analises farmacéuticas, o
espectrofotdbmetro ainda € um instrumento analitico muito usado atualmente, e essa técnica
apresenta diversas vantagens como disponibilidade, facil utilizacdo, possibilidade do uso de
varios diluentes, baixo custo, rapidez, precisdo e exatiddo, se tornando assim um método
excelente em analise quimica (ALESSIO et al., 2017). Porém, essa técnica também possui suas
limitacGes, incluindo em certos casos baixa seletividade e dificuldade de analise de matrizes
complexas.

A espectrofotometria ultravioleta e visivel (UV-Vis) permite a identificacdo e
quantificacdo de substancias, contando com rapidez e simplicidade, é um dos métodos
analiticos mais usados nas determinacdes analiticas em diversas areas, sendo aplicada para
determinagOes de compostos organicos e inorganicos, como, por exemplo, na identificacdo do
principio ativo de farmacos, para avaliacdo da qualidade de &guas residuais, para identificacdo
de componentes da matriz orgénica, uma vez que a maioria dos compostos organicos e alguns
compostos minerais sollveis (como os nitratos) absorvem radiacéo na regido UV-Vis (BRITO
et al.,2013). Dessa forma, essa técnica baseia-se na interacdo da luz com a matéria, em que o
intervalo referente ao UV-Vis corresponde a faixa de comprimento de onda compreendida entre
190 a 400 nm (UV) e 400 a 750 nm (Vis) (CANASSA et al., 2018).

Diante disso, esse método costuma funcionar com uma fonte de luz que emite um
espectro amplo envolvendo toda faixa de comprimento de onda que o aparelho engloba, o feixe
de luz emitido deve passar por dois processos, configurando comprimento de onda e
intensidade, ao incidir sobre a amostra, parte dessa intensidade pode ser absorvida pela amostra
devido a excitacdo de elétrons de ligagdo em moléculas e ions organicos, ou ainda alguns anions
inorgénicos. Também, esse espectro pode trazer ainda informacdo de absor¢do (Abs) ou
transmissdo (T) em func¢do do comprimento de onda (A em nm), e esses fatores se relacionam

formando a equacgéo (Abs = log (1/T) = log (Io/1)) (CANASSA et al., 2018).
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Sendo assim, esse espectro é como uma impressao digital da qualidade da amostra,
refletindo a sua composi¢cdo quimica e fisica, de acordo com a Lei de Lambert-Beer (Abs =
e.b.c.), na qual a grandeza ¢ (epsilon) representa a absortividade molar, Abs representa o valor
da absorcdo da solucdo em um dado comprimento de onda, pela distancia (b) percorrida pelo
feixe de radiacdo e pela concentracdo (c) dos componentes da amostra por ele atravessada

(CANASSA et al., 2018).

2.3. METODOS ANALITICOS

Métodos analiticos sdo fundamentais em producdo e desenvolvimento envolvendo a
industria farmacéutica, essas analises englobam a realizacdo de avaliagdes fisico-quimicas e
bioldgicas, sendo necessario o0 conhecimento das propriedades fisico-quimicas, imunolégicas e
citotoxicas do medicamento, bem como de seus perfis de biodisponibilidade. Constituem etapa
importante para o sistema de garantia da qualidade. Além disso, seria muito interessante
atualmente se os procedimentos analiticos estivessem em concordancia com os principios da
QAV, uma vez que esses processos contribuem para a geracdo de toxicantes, podendo acarretar
efeitos negativos ao meio ambiente e ao operador, torna-se necessario, portanto, que 0s
preceitos da QAV sejam prezados nas etapas de experimentacao.

O MAR é um antimicrobiano utilizado exclusivamente no ambito veterinario. A
literatura disponibiliza suas informac6es fisico-quimicas, assim como metodologias analiticas
para sua determinacdo (BHARDWAJ et al., 2020). Diante disso, os métodos analiticos
disponiveis na literatura para a avaliacdo do MAR estéo dispostos na Tabela 1.

Considerando os métodos expostos na Tabela 1, ressalta-se que ndo foram relatadas
preocupagOes com o seguimento dos preceitos de QAV, como exemplo pode-se inferir que para
as condi¢des de estudo sdo utilizadas substancias toxicas como a acetonitrila, que é facilmente
absorvida, por via dérmica, inalatdria ou oral, oferecendo ainda efeitos toxicos ao organismo

vivo, pela sua degradacdo em cianeto (CASSINI et al., 2013), além disso pode-se ressaltar a
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escassez de métodos UV para anélise de produtos farmacéuticos com a incluséo de alternativas
mais ecoldgicas, destacando que essas podem apresentar beneficios durante todas as etapas de
experimentacéo, que incluem preservar a satide do operador, reduzir os custos de descarte,
utilizar de metodologia mais simplificada e consequentemente reduzir tempo de analise,
prezando ainda pela reducdo de impactos ao meio ambiente como com a diminuicdo de residuos

gerados.
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Método Condig0es Sistema de deteccéo Matriz Referéncia
Coluna: Kromasil® 100 C18 (150 x 4,6 mm; 5 um). Fase
LANGRE et
CLAE movel: solucdo tamponante pH 2,7-metanol-acetonitrila-acido 295 nm Soro de Ihamas
al., 2012
acético-trietilamina (74:20:4:1:1, v/viviviv). Vazéo 0,6 mL/min.
Coluna: Phenomenex Luna® C18 (4,6 x150 mm; 5 um). Fase
movel: mistura gradiente de A: solucdo tamponante (fosfato
MAHMOOD
CLAE aquoso 17,5 mM e hidroxido de tetrabutil aménio 1,5mM), 293 nm Soro de ovelhas
etal., 2012
ajustado para pH 3 com &cido-fosférico e B: 50 % de ACN e
50 % de metanol.
Coluna: Zorbax® SB-AQ-C18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Fase
movel: metanol/acetonitrila/acido citrico 0,02 M e acetato de Diferentes
YUetal.,
CLAE amonio 0,03 M, em 0 min (10:10:80, v/v/v), apds 20 min para 278 nm tecidos de
2012
(13:11:76, viviv), e entdo para (10:30:60, v/v/v) e mantida por animais

10 min. O volume de injecao foi de 50 uL.

Continua na proxima pagina
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Método Condig0es Sistema de deteccéo Matriz Referéncia
Adsorcao de
Coluna: Simetria Waters® (150 x 4,6 mm; 5 um). Fase movel:
argilas STURINI et
CLAE agua (pH ajustado para 2,5 com HCI 37 %) -ACN (90:10, v/v). 275 nm
montmorilonita al., 2015
Vazéo: 1,2 mL/min.
e caulinita
Coluna: Agilent® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Fase movel:
LEl etal.,
CLAE HCOOH a 0,1 % + ACN (18:82, v/v). Vazéo: 1 mL/min. O 299 nm Soro suino
2017
volume de inje¢do foi de 20 pL.
Coluna: Gemini® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Fase movel: ACN
Plasma de ALTAN et
CLAE 17 %, 0,04 % de trietilamina, 83 % &cido orto-fosforico. Vazdo: 280 nm
cordeiros al., 2018
1,0 mL/min.
Coluna: Merck Purospher® C18 (250 x 4 mm; 5 um). Fase
Plasma de BHARDWAJ
CLAE movel: solucdo tamponante 87,5 %, metanol 10 % e ACN 295 nm
cabras etal., 2018

2,5 %. Vazao: 1,0 mL/min.

Continua na proxima pagina
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Método Condig0es Sistema de deteccéo Matriz Referéncia
Coluna: Gemini® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Fase movel: ACN
Plasma de ALTAN et
CLAE e trietilamina (0,04 %) + &cido orto-fosférico (0,04 %) 280 nm
ovelhas al., 2019
(17:83, viv). Vazéo: 1,0 mL/min.
Coluna: Kromasil® 100, C18, (20 x 4,6 mm; 5 um). Fase
movel: acido formico 0,1 % (pH 2,6) (componente A) e metanol
Amostrasde  SANTIGOSA
CLAE (componente B), um gradiente inicial de 25 % a 100 % B por 13 280 nm
urina humana etal., 2019
min, entdo 100 % B a 25 % B em 2 min. Vazéo: 0,8 mL/min. O
volume de inje¢ao foi de 5 pL.
Coluna: Gemini® C18 (250 x 4,6 mm, 5 um). Fase movel: ACN Trutas arco-iris
CORUM et
CLAE (18 %) e 0,4 % de trietilamina (82 %), incluindo 0,4 % de acido 280 nm (Oncorhynchus
al., 2020
orto-fosforico. Vazdo: 1,0 mL/min. mykiss)

Continua na proxima pagina
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Método Condig0es Sistema de deteccéo Matriz Referéncia
Coluna: Ascentis RP-Amide Supelco® (250 x4,6 mm; 5 pum).
Fase movel: 25 mM HCOOH + ACN (85:15, v/v) por 30 min, STURINI et
CLAE-DF 297/507 nm Solo agricola
seguido por um gradiente linear de 1 min a 100 % ACN. Vazdo: al., 2012
1,0 mL/min.
Coluna: Gemini® C18 (250 x 4,6 mm; 5 um). Fase movel:
CLAE- STURINI et
(solvente A: HCOOH 0,5 % v/v em &gua ultrapura; solvente B: 297/507 nm Solo agricola
EM/EM al., 2012
ACN). Vazdo: 1,2 mL/min. O volume de injecdo foi de 5 uL.
Coluna: Hypersil Golden® (150%2,1 mm; 3,5 um). Fase movel:
(A) metanol, (B) acetonitrila e (C) acetato de amonio 5 mM e
Diferentes
CLAE- solucdo aquosa de acido férmico a 0,2 %, inicialmente (20:2:78, YUetal.,
278 nm tecidos de
EM/EM VIVIV), ap6s 4 min (20:5:75, viviv), por fim (20:10:70, v/v/v) aos 2012
animais

20 min, mantendo-se por 5 min. Vazdo: 0,25 mL/min. O volume

de injecao foi de 10uL.

Continua na proxima pagina
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Tabela 1. (Continuacdo) Métodos analiticos existentes na literatura para anélise do marbofloxacino

Método Condig0es Sistema de deteccéo Matriz Referéncia

Coluna: Thermo Fisher Scientific® accucore fenilhexil (100 x

2,1 mm; 2,6 um). Fase mével: HCOOH a 0,5 % em solucéo
CLAE- Plasma de JANUSCH et
tamponante de acetato de améniol mM (eluente A) e metanol 280 nm
EM/EM frango al., 2014
(eluente B) (1:10, v/v). Vazao: 0,2 mL/min aumentado para

0,6 mL/min. O volume de injegao foi de 2 pL.

Adsorcao de
Coluna: Luna® C18 (150 x 4,6 mm; 5 um). Fase movel:
CLAE- argilas STURINI et
HCOOH (0,5 %) em agua ultrapura-ACN (85:15, v/v). Vazéo m/z = [m+1]* =337
EM/EM montmorilonita al., 2015
1,2 mL/min. O volume de injecao foi de SpL.
e caulinita

Coluna: Kromasil Scharlab® C18 (150 x 4,6 mm; 5 um). Fase
TAYEB-
movel: 5 % de etanol e SDS 0,05 M (5:95, v/v). Vazdo: 1
CLM-FL 300/488 nm Mel CHERIF et
mL/min em temperatura ambiente em modo isocratico. O
al., 2016
volume de inje¢do foi de 20 pL.

Continua na proxima pagina
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Tabela 1. (Continuacdo) Métodos analiticos existentes na literatura para anélise do marbofloxacino

Método Condig0es Sistema de deteccéo Matriz Referéncia
ZHAO et al.,
v Diluente: solucao de f-CD-AgNPs. Bandas caracteristicas 8 -CD-AgNPs
2020

Microrganismo: Escherichia coli (ATCC 25922). DiluicGes
seriadas de dez vezes (em PBS pH =7, de 10 ta 10 “8). 100 pL Flora intestinal BHARDWAJ
Microbiologico Suscetibilidade
de cada dilui¢do foram inoculados em placas de &gar de cabras etal., 2020

MacConkey (MLA) (n = 3) e incubados durante a noite a 37 C.

Argila RIVAGLI et
uv Diluentes: 4gua, 0,01 M CaCl,. 290 nm
montmorilonita al., 2014

Diluentes: 4 mL de diclorometano + acetona (1:3, 2:2, 3:1, v/v) Microparticulas LEE et al.,

uv 335 nm
e 3 mL de cloroférmio. poliméricas 2016

Diluentes: H3PO4 (85 %, 1:5, p/p), 10 mL de solucdo aquosa 100 STURINI et

uv 290 nm Sepiolitas
mM de TBAH-ACN (70:30, v/v), HCIl e NaOH. al., 2016

Continua na proxima pagina
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Tabela 1. (Continuacdo) Métodos analiticos existentes na literatura para anélise do marbofloxacino

Método Condig0es Sistema de deteccéo Matriz Referéncia
Tecido PAGANI &
Diluente: ACN. Reagente: borato de sodio (bdrax) 1,0 x N
uv 360 a 512 nm liofilizado de IBANEZ,
10 mol/L.
animais 2019
XIE et al.,
uv Diluentes: solucéo padrédo de MB-Ca (ou MB) em agua a 35 C. 291 e 332 nm MB-Ca
2020
ZHAO et al.,
uv Diluentes: solucéo de 5-CD-AgNPs. 288 e 336 nm S -CD-AgNPs
2020

CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia (do inglés HPLC: high performance liquid chromatography); s-CD: S-ciclodextrina, f-CD-
AgNPs: nanoparticulas de prata modificadas com ciclodextrina (do inglés: cyclodextrin-modified silver nanoparticle); MB-Ca: complexo de calcio
(1) do marbofloxacino (do inglés: calcium (1) complex of marbofloxacin); MB: marbofloxacino; CLAE-DF: cromatografia liquida de alta
eficiéncia com detector fluorimétrico (do inglés HPLC-FD: high performance liquid chromatography fluorimetric detector); CL-EM/EM:
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (do inglés LC-MS/MS: liquid chromatography tandem mass spectrometry); UV:
ultravioleta; UV-Vis: ultravioleta-visivel, CLM-FL: cromatografia liquida micelar com detector fluorescente (do inglés MLC-FL: micelar liquid

chromatographic fluorescence); CLAE-EM/EM: cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massa (do inglés HPLC-


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/borate
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ESI-MS/MS: high performance liquid chromatography electrospray tandem mass spectrometry); ACN: acetonitrila; SDS: surfactante anionico
dodecil sulfato de sédio; TEA: trietilamina; HCI: acido cloridrico; NaOH: hidréxido de sodio; CaClz: cloreto de célcio; HCOOH: &cido férmico;
H3PO4: acido fosforico; AgNOa: nitrato de prata; NaCl: cloreto de s6dio; NHs: hidréxido de aménia; H20: dgua; CuSQa: sulfato de cobre; HTBA:

hidroxido de tetrabutil aménio (do inglés TBAH: tetrabutyl ammonium hydroxide); Mg (NO3)2: nitrato de magnésio.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/anionic-surfactant
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/sodium-dodecyl-sulfate
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A proporcao dos diferentes tipos de métodos analiticos disponiveis para avaliagdo do

MAR é explanada na Figura 2.

uCLAE
u CLAE-DF
5 CLAE-EM/EM
m CLM-FL
v
= MICROBIOLOGICO

UV

Figura 2. Representacdo grafica dos métodos de andlise descritos na literatura para o

marbofloxacino.

2.4. VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validacdo de um método de andlise tem como principio provar que o método em
questdo é adequado ao fim que Ihe é proposto. Com isso apresenta alguns outros objetivos dos
quais incluem a determinacgdo de quantidade, necessidade ou propriedades que um ingrediente
apresenta em um produto; também a identificagdo de um produto e seus constituintes, se 0
mesmo satisfaz as especificacfes e regulamentos exigidos; e ainda proporcionar ambiente
adequado (AOAC, 2002; ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Comumente séo relatados os surgimentos de deficiéncias, interferéncias, falta de
reagentes ou instrumentos, entre outros problemas inesperados, quando se trata de uma
experiéncia inicial com a validacdo ou aplicacdo de um método. Dessa forma, se torna

necessario retornar esse método a etapa de desenvolvimento, apesar de que geralmente ndo é
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possivel distinguir esses dois procedimentos, que assim atuam de forma interativa. Além disso,
um meétodo pode funcionar positivamente em um laborat6rio, mas em outro ndo. Sendo assim,
estdo envolvidos na validacdo algumas particularidades do desenvolvimento que possibilitam
uma visdo do desempenho do método (AOAC, 2002; ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Pode ser preciso uma revalidagdo em casos que possam apresentar alteragdes no que se
refere a sintese da substancia do medicamento, na composi¢do do produto acabado ou no
procedimento analitico. Assim, para que o grau de revalidacdo seja definido, deve-se considerar
os diferentes tipos de alteragdes (ICH, 2005).

O objetivo do procedimento analitico deve ser bem esclarecido e entendido, pois é
através disto que sdo regidas as caracteristicas de validacdo que precisam de avaliagdo. Dessa
forma, podem ser citados alguns aspectos de validacdo geralmente utilizados como precisao,
repetibilidade, precisdo intermédia, especificidade, seletividade, exatidao, limite de deteccéo e
de quantificacéo, linearidade (AOAC, 2002; ICH, 2005; BRASIL, 2017).

2.4.1. Seletividade/especificidade

Pela Unido Internacional da Quimica Pura e Aplicada (UIQPA ou IUPAC do inglés
International Union of Pure na Applied Chemistry) o termo especificidade caiu em desuso,
dando espaco ao termo mais aceito seletividade. Dessa forma, a seletividade consiste em
categorizar o quanto o método é capaz de avaliar o analito alvo em meio a outros componentes,
e também matrizes, entre outros elementos degradantes como impurezas ou solventes. Entdo, a
mesma pode ser feita a partir da separacdo da substdncia de andlise, com auxilio de
procedimentos de separagéo de fases, como de extracao seletiva com solvente, extragéo em fase
solida, cromatografia, ou pela utilizacdo de mecanismos proprios da substancia a ser analisada,
que incluem reagdes bioquimicas ou instrumentacdo (AOAC, 2002; ICH, 2005; BRASIL,

2017).
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Quando ocorre caréncia de seletividade, em determinado método analitico individual,
podem ser assimilados outros métodos para assisténcia, que condizem com identificacéo,
avaliacdo de pureza, ou ensaios. Além disso, a partir da validagdo concernente a esses testes de
apoio, a seletividade pode ser investigada, a depender do objetivo do procedimento determinado
(ICH, 2005).

Os métodos envolvendo seletividade devem demonstrar boa aplicabilidade em obtengéo
de resultado positivo para quando a amostra consistir analito e resultado negativo para presencga
de outros componentes na amostra, podendo ser utilizada a combinacdo de varios métodos,
visando alcancar o nivel necessario de seletividade. Ainda assim, utiliza-se dos ensaios para se
alcancar resultado negativo em casos de substancias que sdo comuns ao analito desejado, como
adulterantes os substituintes, demonstrando dessa forma seletividade (BRASIL, 2017).

2.4.2. Linearidade

A linearidade de um método analitico consiste na capacidade de se alcangar na amostra
respostas de testes em proporc¢do direta a concentra¢do do analito. Dessa forma, uma relacéo
linear deve ser analisada por toda a regido estabelecida para o procedimento, em que havendo
essa estimativa de linearidade devem ser envolvidos métodos estatisticos proprios para
avaliacdo das respostas (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Além disso, antes que seja feita uma avaliacdo de regressdo, em determinados casos de
obtencdo da linearidade, os dados encontrados podem ser demonstrados através da matematica,
possibilitando analise do grau de linearidade, no qual os calculos feitos para essa analise devem
ser obtidos através dos dados de concentracdes reais com resultados analiticos individuais (ICH,
2005; BRASIL, 2017).

Também, com a utilizacdo do procedimento proposto, a linearidade pode ser verificada
com base no componente do medicamento, que pode ser associado a pesagens separadas de

misturas sintéticas das substancias do produto do medicamento. Diante disso, para que a
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linearidade seja determinada, as solugdes utilizadas devem ser dispostas de maneira
independente, podendo ser assimiladas por diluicdo a partir de uma mesma solugédo de estoque
padrdo. Sendo assim, devem ser utilizadas no minimo cinco concentraces distintas da
substancia quimica de referéncia (SQR) com solugdes preparadas a partir de no minimo trés
testes (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

2.4.3. Precisdo

Em um método analitico, precisdo pode ser descrita como a capacidade de que seja
alcancado um grau proximo de conformidade entre ensaios com multiplas medigdes de diversas
amostras homogéneas e auténticas, que partem de uma amostra padrédo, preparadas de acordo
com determinadas circunstancias do método a ser validado. Em casos onde ndo é possivel o
resultado homogéneo da amostra, pode ser feita uma avaliagdo com auxilio de amostras
artificiais. Tambeém, em ensaios com amostras sélidas e semissolidas, ndo se recomenda 0 uso
de solugdes diluidas partindo de uma solucdo padrao (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Dessa forma, a precisdo pode ser expressa em trés categorias, que incluem
repetibilidade, intermediaria e reprodutibilidade. Além disso, pode ser expressa por variancia,
desvio padréo e desvio padrao relativo (DPR) de uma sucessdo de medidas, em que esses dados
juntamente com o intervalo de confianca devem ser relatados para cada tipo de precisao
avaliada (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Em conformidade, a repetibilidade ou precisdo intra-ensaio, permite obtencdo de
precisdo sob condigcOes operacionais iguais em uma faixa curta de tempo, podendo ser avaliada
através de no minimo nove determinacfes ou seis a cem por cento da concentragdo do ensaio.
J& a precisdo intermediaria demonstra varia¢fes dentro dos laboratorios, em diferentes dias,
analistas, instrumentos, entre outros, dependendo assim das condi¢cdes do procedimento. A
reprodutibilidade apresenta a precisdo em laboratdrios, através da proximidade de resultados

provenientes de laboratdrios distintos, podendo ser aplicada em pesquisas colaborativas que
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visam a padronizacdo do método, como por exemplo a inclusdo desses em farmacopeias (ICH,
2005; BRASIL, 2017).

2.4.4. Exatid&o

Essa técnica analitica pode ser demonstrada através do nivel em concordancia entre as
respostas individuais do procedimento analisado em relagéo a um valor aceito como verdadeiro.
Para ser verificada, a exatiddo precisa de no minimo nove determinacgdes, que englobam uma
faixa linear do procedimento analitico, isto é, trés concentracfes: baixa, média e alta, com trés
copias em cada nivel. Além disso, as amostras nesse método devem ser produzidas de forma
independente, e ainda com o uso de solucdes diluidas a partir de uma mesma solucao de estoque
padrdo (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Para que a exatiddo seja obtida, deve ser priorizada a abordagem apropriada em
concordancia com o método analitico estudado, incluindo para insumos farmacéuticos ativos,
para produto final ou para impurezas. No que se refere as concentrages dos analitos, um
mesmo modelo de célculo deve contemplar todos os casos, de acordo com o determinado
método. Sendo assim, o desvio padrdo relativo deve ser calculado para cada uma das
concentracdes (BRASIL, 2017).

Sdo variados os métodos disponiveis para que a exatiddo seja alcangada, como por
exemplo, a utilizacdo de um procedimento analitico envolvendo um analito de pureza ou de
impureza conhecida, ou quando envolve complexos sintéticos que tém como base a adi¢do de
guantidades conhecidas da substancia farmacéutica de analise. Além disso, a exatidao pode ser
inferida a partir da determinacéo da preciséo, linearidade e seletividade (ICH,2005).

2.4.5. Robustez

A robustez de um processo analitico pode ser determinada pelo potencial de resisténcia
a pequenas e deliberadas variagdes nos principios do procedimento, o que permite um

determinado grau de confiabilidade de uma analise durante o uso habitual. A avaliagdo desse
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aspecto de validacdo deve ser utilizada durante a fase de desenvolvimento a depender do tipo
de procedimento em estudo. Entretanto, em casos em que ha interferéncia das variagdes, as
condigdes analiticas devem ser controladas adequadamente, ou deve ser incluida no método
uma declaracéao de precaucdo (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

A avaliacdo da robustez deve derivar principios estabelecidos de adequacao sistematica,
que possam garantir que a validade do método analitico seja pertinente sempre que empregado.
Diante disso, em métodos quantitativos os mesmos critérios de exatiddo devem ser aplicados
para medir a repercussao das variagdes dispostas nos resultados, qualitativos, avalia-se se as
variacoes oferecidas estéo inferindo nas respostas obtidas. Sendo assim, ressalta-se que quando
qualquer variacdo ndo seja avaliada, deve existir uma justificativa para tal (ICH, 2005;
BRASIL, 2017).

2.4.6. Limite de deteccédo (LD)

Esse aspecto de validacdo pode ser entendido como a obtencdo de quantidade minima
de analito em uma amostra, que pode ser verificado, no entanto ndo quantificado, sob
circunstancias previamente determinadas pelo experimento. Sdo varios os métodos, para
determinar o LD, a depender do tipo de procedimento, dentre esses tipos tem-se o método
visual, sinal-ruido, instrumental e ndo-instrumental (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Diante disso, a avaliacdo visual determina o LD, com base em anélises amostrais com
concentracdes conhecidas de analito e também partindo do menor nivel de concentracdo que o
analito pode ser visualizado com confiabilidade, essa avaliacdo pode envolver métodos
instrumentais e ndo-instrumentais. A abordagem pautada na razdo sinal-ruido, pode ser
utilizada apenas em experimentos analiticos que apresentem ruido de base, podendo ser
determinada através da comparagdo de sinais amostrais estimados em baixas concentraces

conhecidas de analito com amostras de branco, além de estipular uma concentragdo minima
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aceitavel no qual seja possivel verificar o analito, em que uma relagdo sinal-ruido aceitavel deve
ser maior ou igual a 2:1 (ICH, 2005; BRASIL, 2017).
Além disso, o limite de deteccéo pode ser calculado através da Equagéo I:
LD =(3,3x0)/(IC) Equagao I

Em que o equivale ao desvio padrao da resposta; e IC ¢ a inclinagdo da curva de
calibracdo. Dessa forma, a IC pode ser determinada a partir da curva de calibracdo da substancia
de analise, ja a estimativa de o pode ser obtida através de diversas formas, como por exemplo,
baseando-se no desvio padrdo do branco, no qual pode-se calcular o desvio padrdo atraves de
respostas provenientes da anélise de uma determinada quantidade de amostras em branco; ou
respaldando-se na curva de calibragdo, em que ao se usar amostras contendo um analito dentro
do LD, pode-se alcancar uma curva de calibragdo especifica, que ao ser analisada apresenta o
desvio padrdo do intercepto com o eixo Y, e também a partir do desvio padrao residual de uma
linha de regresséo, podendo servir como o desvio padrao desejado (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

2.4.7. Limite de quantificacéo (LQ)

O limite de quantificacdo infere a quantidade minima de analito em uma amostra que
pode ser estabelecida em suma com precisdo e exatiddo toleraveis em conformidade com as
circunstancias analiticas determinadas, esse tipo de aspecto de validacdo € mais utilizado para
determinacdo de impurezas e/ou produtos de degradacdo. As técnicas para obtencdo desse
limite sdo variadas, mas dependem do tipo de procedimento disposto, que sdo0 0S Mmesmos
apresentados no topico de limite de detec¢do (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Sendo assim, a avaliacdo visual nesse caso pode ser usada a partir de métodos nao
instrumentais e de métodos instrumentais, em que o LQ pode ser visualizado por meio de
andlises de amostras com contra¢Ges conhecidas de analito, estabelecendo ainda o menor nivel
para quantificagcdo desse analito, almejando precisédo e exatiddo adequadas. Por outro lado, para

utilizar-se da abordagem de sinal-ruido, os procedimentos analiticos devem oferecer ruido de
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base, assim como j& apresentado para limite de deteccdo, esse método pode ser determinado
por meio de comparacao, se diferenciando deste em funcéo da razéo sinal-ruido, que para o LQ
é de no minimo 10:1 (ICH, 2005; BRASIL, 2017).

Além disso, o limite de quantificagdo pode ser calculado através da Equacao 1l:

LQ = (10 x 6) / (IC) Equagéo II

E assim como no topico de LD, ¢ equivale ao desvio padrdo da resposta, e IC a
inclinacdo da curva de calibragdo, podendo os mesmos serem calculados da mesma forma que
ja explicado no tépico de LD, ou seja, com base no desvio padrdo do branco, ou na curva de
calibracdo, em que neste Ultimo método ha a diferenca que para a obtencdo do desvio padrdo
séo utilizadas amostras contendo um analito dentro da faixa do LQ (ICH, 2005; BRASIL,

2017).

2.5. QUIMICA ANALITICA VERDE (QAV)

No ano de 1998, Anastas e Warner trouxeram o conceito de Quimica Verde (QV), em
que visa promover a producdo mais ecoldgica em laboratérios e inddstrias, exaltando a
necessidade de reducdo ou eliminacdo do uso e da geracdo de agentes toxicos a salde e ao meio
ambiente, como por exemplo com a utilizacdo de solventes mais seguros, benignos e menos
toxicos, ou 0 ndo uso dos mesmos, além disso levanta a importancia da reducéo de reagentes e
auxiliares (TOBISZEWSKI et al., 2015).

Dessa forma, a QV se apoia sobre doze principios, sendo eles: Prevenc¢do; Economia de
atomos; Sintese de produtos menos perigosos; Desenho de produtos seguros; Uso de solventes
e auxiliares seguros; Eficiéncia energetica; Uso de matérias-primas renovaveis; Evitar a
formacéo de derivados; Catéalise; Desenho para a degradacédo; Analise em tempo real; Quimica
intrinsecamente segura (SANDRI & FILHO, 2019).

Assim, Paul Anastas em 1999, levantou a discussdo da importancia dos principios que

edificam a QV, no desenvolvimento de novos métodos e técnicas analiticas, em prol da reducéo
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de danos ambientais, considerando que a difusdo de metodologias analiticas € um estudo muito
diligente na pesquisa e desenvolvimento da QV, foi feita uma adaptacdo dos doze principios
para atender a chamada Quimica Analitica Verde (QAV) (MARCO et al., 2019).

Diante disso, ao se considerar a importancia que a obtencdo do produto tem no
desenvolvimento quimico industrial, e que no decorrer da producéao existem os residuos gerados
pelo produto final, os impactos ambientais da metodologia analitica e suas alternativas devem
ser monitorados de forma apropriada, pois o procedimento analitico contribui para a geracéo de
residuos, no qual o mesmo visa a criacdo de um produto muito especifico, em que as perdas no
processo ndo podem ser totalmente extinguidas, mas podem ser reduzidas, assim relevando os

principios da QAV (TOBISZEWSKI, 2015).
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3. OBJETIVO

O presente trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento e a validagdo analitica
de um método por espectrofotometria na regido do UV para avaliacdo de comprimidos de MAR,

visando obedecer aos principios da QAV e sustentavel.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. Material

O padré&o utilizado foi 0 marbofloxacino, teor de 100,1 %, lote 2020051801, adquirido
pela Farmacia de Manipulacdo Veterinaria Droga VET (Goiania, Goids, Brasil).

A forma farmacéutica utilizada foi comprimido de marbofloxacino 27,5 mg, lote 002,
adquiridos no comércio (Pet Shop Atacaddo Animal, Goiania, Goias, Brasil). Na composi¢do
dessa forma farmacéutica os adjuvantes sdo: 15 % de celulose microcristalina (CAS 9004-34-
6), 8 % de estearato de magnésio vegetal (CAS 557-04-0), 0,22 % de glicolato de amido sodico
(CAS 9063-38-1), 15,38 % de fosfato de célcio dibasico (CAS 7757-93-9) e 12,55 % de lactose

malha 100 (CAS 63-42-3).

4.2. Diluentes
No ensaio foram utilizados como diluentes a agua purificada, agua purificada: etanol

(80:20, v/v), agua purificada: etanol (82:18, v/v) e agua purificada: etanol (90:10, v/v).

4.3. Equipamentos
Balanca analitica modelo AUW?220D (Shimadzu®), Balanca semianalitica modelo
BK3000 classe Il (Gehaka®) para pesar padrdo, Espectrofotbmetro UV VIS de varredura

modelo Q798U2VS (Quimis®) e cubeta de quartzo foram utilizados no estudo.

4.4. Desenvolvimento de método analitico

4.4.1. Peso médio

Para a realizacdo do peso medio foram pesados individualmente 20 comprimidos. Em
que os limites superior e inferior e o valor médio foram descritos atraves de um grafico

(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).
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4.4.2. Selecdo do diluente

O MAR foi testado nos diluentes: &gua purificada, agua purificada: etanol (80:20, v/v),
agua purificada: etanol (90:10, v/v). Sendo preparadas solucgdes, para serem testadas apés 0, 4,
6, 8 e 24 horas para que se verifique a solubilidade e estabilidade do MAR nestes diluentes.

4.4.3. Desenvolvimento do método

Os 20 comprimidos de marbofloxacino (Marbopet 27,5 mg, laboratério CEVA®) foram
colocados em um gral de porcelana, entéo triturados e homogeneizados com pistilo, em que o
p6 formado foi transferido para um recipiente de vidro &mbar, assim foi obtida a amostra.

Foram pesados 0,00499 g (equivalente a 5 mg) de padrdo MAR e transferidos para baléo
volumeétrico de 50 mL, em que todas as solucGes estoque foram submetidas a 2 minutos em
banho ultrassonico antes de sua utilizagdo, e seus volumes completados com os diluentes ja
mencionados.

Para cada diluente foram feitas diluicdes a partir da solucdo estoque, até obter
concentracdo com valores de absorvancia dentro dos limites da Lei de Lambert-Beer. Sendo as
leituras feitas em intervalos de tempo definidos em 0, 4, 6, 8, e 24 horas, para verificar a
estabilidade do farmaco nos diferentes diluentes.

4.4.4. Curvade Ringbom

Foram pesados, 0,00499 g de MAR padrdo, e transferidos para baldo volumétrico de 50
mL para producdo de solucdo estoque. A substancia foi dissolvida em &gua purificada: etanol
(80:20, v/v) e mantida em banho ultrassénico por 2 minutos. O volume do baldo foi completado,
obtendo-se solugdo com concentragéo final de 100 pg/mL. A partir desta solu¢do, foram
transferidas aliquotas para baldo volumétrico (5 mL), obtendo-se a curva com 33 pontos, com
concentragOes variando de 0,1 a 30 pg/mL de MAR. As leituras das solucdes foram efetuadas
a 296 nm, utilizando diluente &gua purificada: etanol (80:20, v/v) como branco. A curva

analitica foi construida em triplicata.
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4.5. Validagdo do método

45.1. Linearidade

A partir da curva de Ringbom foram escolhidos 6 pontos para avaliacdo da linearidade
do método. Para isso foram pesados 0,00499 g de MAR padrdo, transferidos para baldo
volumétrico de 50 mL, dissolvidos em é&gua purificada: etanol (80:20, v/v) e mantidos em
aparelho de ultrassom por 2 minutos. Com a utilizacdo de pipetadores automaticos foram
obtidas solu¢Bes com concentragdes de 3,0 a 9,0 pg/mL de MAR. As leituras das solucdes
foram efetuadas a 296 nm, utilizando diluente &gua purificada: etanol (80:20, v/v) como branco.
A curva analitica foi construida em trés dias diferentes e em triplicata.

Os dados obtidos na construcdo da curva analitica foram analisados para obtencéo da
equacdo da reta pelo método dos minimos quadrados e a verificacdo da linearidade e
paralelismo foi constatada através da ANOVA.

4.5.2. Preciséo

Foi avaliada a proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas da
amostragem multipla de uma mesma amostra. Para isso foram pesados 0,00499 g de padrédo
MAR transferidos para baldo volumétrico de 50 mL, dissolvidos em agua purificada: etanol
(80:20, v/v) e mantidos em aparelho de ultrassom por 2 minutos. Com a utilizacdo de
pipetadores automaticos foram obtidas seis solu¢fes com a mesma concentragéo de 6,0 ug/mL
de MAR. As leituras das solucdes foram efetuadas a 296 nm, utilizando diluente agua
purificada: etanol (80:20, v/v) como branco. Foram feitos trés niveis de precisdo, como se
descreve a seguir.

Precisdo intradia: concordancia entre os resultados dentro de um Gnico dia com 0 mesmo
analista e mesma instrumentacdo. Sendo feita a partir da leitura de seis solugdes na
concentragdo de 6,0 pg/mL de padrdo MAR, de uma mesma solugdo estoque, analisadas

estatisticamente.
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Precisdo interdia: concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos
em dias diferentes, com mesmo analista e mesma instrumentacdo. A determinacao da precisdo
interdia foi feita em dois dias seguidos, sendo comparadas as leituras de forma estatistica.

Precisdo interanalista: concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas em
dias diferentes e com analistas diferentes e mesma instrumentagéo. A partir da leitura de seis
solugdes na concentragdo de 6,0 pg/mL de padrio MAR, para cada analista, e analisadas
estatisticamente.

A precisdo foi expressa com o desvio padréo e desvio padrdo relativo destas séries de
medidas, segundo a Equacéo IlI:

DPR (%) = DP / CMD x 100 Equag&o 111

Em que:

DP = desvio padrao

CMD = a concentracdo média determinada

O valor maximo aceitavel deve ser definido de acordo com a metodologia empregada,
a concentracdo do analito na amostra, o tipo de matriz e a finalidade do método, ndo se
admitindo valores superiores a 5 %.

4.5.3. Seletividade

Verificou-se a capacidade que o método possui de quantificar MAR na amostra. Para
isso foi utilizada uma solucéo na concentracéo de 6,0 pg/mL de padrao MAR, e uma de amostra
MAR na mesma concentragdo, diluidas das respectivas solucdes estoque ja preparadas,
descritas no item 8.5.6 abaixo, as leituras destas solu¢des foram efetuadas a 296 nm, utilizando
diluente agua purificada: etanol (80:20, v/v) como branco.

45.3.1. Degradacdo Forcada

Para verificar a seletividade do método foram realizados ensaios de degradacéo forcada.

Sendo assim, inicialmente foram preparadas as soluc¢fes de acido cloridrico (HCI) 0,1 M e
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hidréxido de sédio (NaOH) 0,1 M. Para o preparo da solugdo de HCI 0,1 M foi transferida uma
aliquota de 212,5 puLL de HCI concentrado para um baldo volumétrico de 25 mL ja previamente
preenchido parcialmente com &gua purificada, ap6s, o baldo foi completado com &gua
purificada e a solucdo foi homogeneizada. Na solugdo de NaOH 0,1 M foram pesados 0,1 g de
NaOH em um béquer, que foi lavado com &gua purificada tendo todo o seu conteudo transferido
para um baldo de 25 mL, entdo o baldo foi completado com &gua purificada e homogeneizado.
Todas as solugdes foram preparadas em capela. Assim foram obtidas as duas solugdes a serem
utilizadas como degradantes.

Entdo, foram pesados 0,01396 g de amostra MAR (equivalente a 2,5 mg de MAR
padrdo) e transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, para producédo de solucdo estoque. A
substancia foi dissolvida em &gua purificada: etanol (80:20, v/v) e mantida em banho
ultrassénico por 2 minutos, para completa solubilizacdo do farmaco. O volume do baldo foi
completado com o mesmo diluente, obtendo-se solugdo com concentracdo final de 100 pg/mL.
A partir desta solucdo estoque, uma aliquota de 18 mL foi retirada e transferida para baldo
volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com o mesmo diluente da solugéo estoque,
obtendo-se solucdo de trabalho de concentragdo de 18 pg/mL. Apds, 20 mL desta solucdo foram
transferidos para cada um dos quatro frascos de vidro, sendo acrescentados respectivamente em
cada um dos frascos 20 mL de solucdes de HCI 0,1 M, NaOH 0,1 M e diluente &gua purificada:
etanol (80:20, v/v) aos dois Ultimos frascos, assim essas solugdes foram homogeneizadas
obtendo-se as solucdes para degradacdes acida, basica, neutra e fotolitica, respectivamente.

As degradacdes &cida, basica e neutra foram realizadas em banho a 60 °C por 2 horas,
enquanto a degradacdo fotolitica foi feita também por 2 horas, mas sendo exposta em camara
de luz UV em temperatura ambiente. Para cada uma das quatro solugdes, foram retiradas
aliquotas para leituras efetuadas a 296 nm em espectrofotbmetro, feitas em intervalos de tempo

definidos em 0, 0,5, 1 e 2 horas. Foi utilizado como branco o diluente agua purificada: etanol
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(80:20, v/v). O preparo de solugdes e as condi¢Oes de degradagéo analisadas séo demonstradas

pelo esquema exemplificado pela Figura 3.
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Figura 3. Esquematizacdo do preparo para analise de degradacao forcada de amostra MAR.

45.4. Exatidao

A exatiddo foi determinada pela proximidade dos resultados obtidos pelo método em
estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Foi utilizada a analise pelo método de adicdo de solucéo
padrdo, no qual adicionam-se quantidades conhecidas do padrao de referéncia ao medicamento.
A exatiddo foi calculada como teste de recuperacdo da quantidade conhecida do padrdo de
referéncia adicionado a amostra.

Foram selecionadas concentragdes dentro da faixa linear de 3,0 a 9,0 pg/mL, obtendo-
se dilui¢bes com concentragdo 3,0 pg/mL para solucdo MAR padrdo e para MAR amostra,
assim dilui¢Bes na concentragdo de 6,0 pg/mL equivalendo a 100 % foram feitas para o R2, ja
para o R1 a concentracdo de 4,8 pg/mL (80 %) foi utilizada, e para o R3 foram feitas dilui¢bes
na concentra¢do de 7,2 ug/mL (120 %).Para o preparo da solugdo estoque padrdo, foram
pesados 0,00499 g de padrdo MAR, transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, dissolvidos
em agua purificada: etanol (80:20, v/v) e mantidos em aparelho de ultrassom por 2 minutos.
Com a utilizacdo de pipetadores automaéticos foram obtidas trés diluicbes com a mesma
concentragédo de 3,0 ng/mL de MAR padréo, equivalentes a aliquotas de 75 puL. Para o preparo

da solucdo estoque amostra, foram pesados 0,02793 g de amostra do MAR (equivalente a 5 mg
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de MAR padrdo), transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, dissolvidos em &gua
purificada: etanol (80:20, v/v) e mantidos em aparelho de ultrassom por 2 minutos. Com a
utilizacéo de pipetadores automaticos foram obtidas trés diluicbes com a mesma concentracéo
de 3,0 ug/mL de MAR amostra, equivalentes a aliquotas de 75 pL. Para o preparo das dilui¢des
do R1, feitas em triplicata, foram misturados em cada diluigdo 75 uL de solugdo amostra e
45 pL de solugdo padrao, obtendo-se concentragdo final de 4,8 pg/mL. Para o preparo da R2,
em triplicata, foram misturados em cada dilui¢ao 75 uL de solugdo amostra ¢ 75 uL de solugéo
padrdo, obtendo-se concentracéo igual a 6,0 ug/mL. Para o preparo da R3, em triplicata, foram
adicionados em cada dilui¢ao 75 pL da solugdo amostra e 105 uL. da solugdo padrio, obtendo-
se concentragdo igual a 7,2 ug/mL. Cada diluigdo ja descrita foi feita em baldo de 5 mL, tendo
seu volume completado com diluente &gua purificada: etanol (80:20, v/v). Em que as leituras
das solugdes foram efetuadas a 296 nm, utilizando diluente gua purificada: etanol (80:20, v/v)
como branco. Todo o procedimento descrito foi feito em triplicata e analisado por trés dias.

45.5. Robustez

A robustez foi determinada pela avaliacdo da capacidade do método analitico em resistir
a pequenas varia¢oes dos parametros analiticos. Indicando assim sua confianca durante o uso
rotineiro. Foram testadas pequenas e deliberadas alteracoes, de trés diferentes formas.

Para cada uma das analises de alteracdes, foi preparada uma solucédo estoque, seguindo
0 procedimento de pesar 0,00499 g de padrdo MAR, transferir para baldo volumétrico de
25 mL, dissolver em diluente determinado, manter em aparelho de ultrassom por 2 minutos,
exceto na terceira alteracdo. Com a utilizagdo de pipetadores autométicos foram obtidas trés
solugbes com a mesma concentracao de 6,0 pg/mL de MAR. As leituras das solugdes foram
efetuadas de acordo com os comprimentos de onda determinados, utilizando diluente

determinado como branco.
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A primeira alteracdo foi a mudanca de comprimento de onda, sendo feita a anélise dos
resultados obtidos pela variacdo de duas unidades de comprimento de onda acima e abaixo de
296 nm, assim 294 e 298 nm. As diluicOes e leituras foram feitas em triplicata para cada
comprimento de onda.

Outra forma foi a alteracdo na porcentagem de etanol, utilizando diluente agua
purificada: etanol (82:18, v/v), foi feita a leitura a 296 nm, comparando-se com a leitura a
296 nm utilizando diluente &gua purificada: etanol (80:20, v/v). As dilui¢des e leituras foram
feitas em triplicata.

A terceira alteracéo foi de ndo se utilizar o aparelho ultrassom para preparo da solugao
estoque. Foi feita a leitura a 296 nm, em triplicata das solucdes obtidas, e comparou-se com a
leitura a 296 nm da solugéo estoque preparada na primeira alteracao.

Os resultados obtidos pelas variagdes foram analisados por teste F (Snedecor) e teste t
(Student).

4.5.6. Limites de deteccdo e de quantificacdo

O limite de detec¢do (LD) do MAR foi determinado a partir das trés curvas analiticas
obtidas do ensaio de linearidade, utilizando-se os dados de desvio padrdo do intercepto (b) e
inclinacdo média do coeficiente angular (a), conforme a Equacédo I1V:

LD=(3,3xcdeb)/(IC de a) Equacdo IV

O limite de quantificacdo (LQ) do MAR foi obtido com base nos mesmos dados
descritos acima, segundo a Equacéo V:

LQ=(10x o de b)/ (IC de a) Equacédo V

Em que:

IC = inclinagdo da curva de calibracéo

o = desvio padrio da resposta
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4.5.7. Doseamento

Para essa etapa foram pesados 0,02793 g de amostra do MAR (equivalente a 5 mg de
MAR padrao), transferidos para baldo volumétrico de 25 mL, dissolvidos em agua purificada:
etanol (80:20, v/v) e mantidos em aparelho de ultrassom por 2 minutos. Com a utilizacdo de
pipetadores automaticos foram obtidas seis solu¢gdes com a mesma concentragio de 6,0 pg/mL
de MAR. As leituras das solugdes foram efetuadas a 296 nm, utilizando diluente &gua
purificada: etanol (80:20, v/v) como branco. Para o preparo da solugdo padrdo de MAR, foram
pesados 0,00499 g, e seguiu-se da mesma forma ja descrita para a analise da amostra. A analise

foi feita por trés dias e os resultados foram analisados estatisticamente.
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5. RESULTADOS

5.1. Peso Médio
Na Tabela 2 estdo dispostos os resultados do ensaio de peso médio dos comprimidos de
MAR.

Tabela 2. Dados obtidos com a pesagem dos comprimidos de MAR

Comprimido Peso individual (mg) Peso médio(mg) DPR (%)

1 156,52

2 157,43

3 151,72

4 154,20

5 150,92

6 151,36

7 152,50

8 154,06

9 154,36
10 153,48 153,62 1,50
11 156,42
12 154,90
13 150,34
14 149,79
15 155,92
16 150,79
17 154,33

Continua na proxima pagina
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Tabela 2. (Continuagdo) Dados obtidos com a pesagem dos comprimidos de MAR

Comprimido Peso individual (mg) Peso médio(mg) DPR (%)
18 152,36
19 154,63
20 156,44

Para verificar a distribuicdo dos pesos obtidos para cada unidade da amostra estudada
em relagdo aos limites superior e inferior foi elaborado a Figura 4, de acordo com a variagao

permitida pela Farmacopeia Brasileira (2019).
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Figura 4. Variacdo do peso das vinte unidades de comprimidos de MAR.

5.2. Selecdo do diluente

Foi feita a varredura na faixa de 200 a 400 nm para determinagdo do comprimento de
onda de maxima absorcdo. Dessa forma, os parametros testados para o desenvolvimento do
método estdo dispostos na Tabela 3.

A partir dos dados da Tabela 3, constata-se que o farmaco apresentou maiores

absorvancias com o uso do diluente agua purificada: etanol (80:20, v/v). A estabilidade foi
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observada para cada um dos diluentes, destacando-se a &gua como mais estavel entre os trés,
apresentando valores com menores variagoes.

Tabela 3. Parametros a serem testados durante o desenvolvimento do método

Diluente Concentragdo Comprimento Absorvancia*

(ng/mL) deonda (nm) (t0) (t4) (t6) (t8) (t24)

Agua purificada 6 290 0,582 0,556 0,555 0,551 0,557

Agua purificada: 6 296 0,715 0,685 0,654 0,640 0,648

Etanol (80:20 v/v)

Agua purificada: 6 294 0,642 0,521 0,520 0,513 0,515

Etanol (90:10 v/v)

*Valores referentes a triplicata

Os espectros de absorcdo do MAR para cada diluente testado, considerando o tempo O,

estdo representados na Figura 5.
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= Agua purificada === Agua purificada: Etanol (80:20) === Agua purificada: Etanol (90:10)

Figura 5. Sobreposicdo dos espectros de MAR em agua purificada (azul), &gua purificada:

etanol (80:20, v/v) (verde) e 4gua purificada: etanol (90:10, v/v) (vermelho).
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De acordo com o que demonstra a Figura 5, tem-se que o farmaco apresentou maior
absorvancia com o uso do diluente agua purificada: etanol (80:20, v/v), com isso maior
solubilidade, além disso, considerando os dados representados pela Tabela 3, manteve-se

relativamente estavel no decorrer das 24 horas de leitura.

5.3. Curva de Ringbom
Tabela 4. Valores das absorvéancias determinadas para a construgdo da curva de

Ringbom do MAR por espectrofotometria na regido do UV

Concentracao (pug/mL) Absorvancia* 100 - % de Transmitancia
0,1 0,007 1,607
0,2 0,008 1,928
0,4 0,018 4,149
0,6 0,040 8,815
0,8 0,053 11,558
1,0 0,078 16,512
1,5 0,129 25,731
2,0 0,183 34,425
2,5 0,248 43,548
30 0,273 46,647
35 0,373 57,668
4,0 0,390 59,227
4,5 0,428 62,659
50 0,491 67,723
5,5 0,526 70,185

*Média de 3 determinacdes

Continua na proxima pagina
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Tabela 4. (Continuacdo) Valores das absorvancias determinadas para a construcao da

curva de Ringbom do MAR por espectrofotometria na regido do UV

Concentracao (pug/mL)

Absorvancia*

100 - % de Transmitancia

6,0
6,5
7,0
7,5
8,0
8,5
9,0
10
12
14
16
18
20
22
24
26
28

30

0,568
0,629
0,677
0,690
0,761
0,785
0,853
0,943
1,109
1,308
1,464
1,647
1,852
2,068
2,380
2,598
2,836

3,135

72,976
76,477
78,971
79,591
82,644
83,580
85,962
88,601
92,228
95,083
96,564
97,748
98,592
99,145
99,583
99,748
99,854

99,927

*Média de 3 determinacdes
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Figura 6. Curva de Ringbom para 0 MAR.

Considerando que cada valor corresponde a média de trés determinagdes, 0s valores das
absorvéancias obtidas pelas diferentes concentracdes de MAR padrdo para a obtencéo da curva

de Ringbom s&o mostrados na Tabela 4 e Figura 6.

5.4. Linearidade

A curva analitica de MAR padrao foi construida com as médias das médias dos valores
das absorvancias de trés curvas analiticas com concentragdes de 3,0 a 9,0 pg/mL obtidas durante
0s ensaios de linearidade.

A equacdo da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados, é: y = 0,0881x +
0,009, com coeficiente de determinacio (R?) igual a 0,9989, e coeficiente de correlago (r) igual

a 0,9994, para 0 MAR padréo. Demonstram-se o0s resultados na Figura 7.
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Figura 7. Curva analitica de solu¢cdes de MAR padrdo, em concentracGes de 3,4, 5,6, 7€ 9

pg/mL, obtida pelo método espectrofotométrico na regido do UV a 296 nm.

A ANOVA calculada para os dados das curvas analiticas de MAR padrdo é mostrada
na Tabela 5. A partir da ANOVA foi realizada a analise de residuos com os 18 (dezoito) pontos
em observacao, exemplificado na Figura 8.

Tabela 5. Analise de varidncia dos valores de absorvancia determinados na obtencéo

das curvas analiticas de MAR padrdo, utilizando o método espectrofotométrico na regido do

uv
Fontes de variagho GL Somados quadrados  Variancia Fealc Ftab
Entre 5 0,54417 0,10883 26,07* 311
Regresséo linear 1 0,54293 0,54293 130,07* 4,75
Desvio de linearidade 4 0,00124 0,0003093 0,07 3,26
Residuo 12 0,0041740 0,000347833 - -
Total 17 0,54834 - - -

*Significativo para p<0,05
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Figura 8. Gréafico de residuos para 0 MAR padrdo pelo método espectrofotométrico na regido

no UV.

5.5. Preciséo

A precisdo intradia foi comprovada atraves de tratamento estatistico com os valores
obtidos na analise de seis diluigdes com concentragdo 6,0 pg/mL de MAR padréo, avaliados
dentro de um Unico dia, encontrando-se a média a partir das seis absorvancias encontradas nas
leituras, além da determinacdo do desvio padrao relativo das leituras analisadas. Para a preciséo
interdia foram utilizados valores obtidos na analise de seis diluicbes com concentracdo 6,0
pg/mL de MAR padrao, sendo feitas e avaliadas por dois diferentes dias, encontrando-se a
média e 0 DPR (%) a partir das absorvancias das doze medidas (6 em cada dia). Na precisao
interanalista foram utilizados valores obtidos na analise de seis diluicbes com concentragéo 6,0
pg/mL de MAR padrido, feitas e avaliadas por dois diferentes analistas em dias diferentes,
obtendo-se a média das doze absorvancias, e também o DPR (%). Os resultados encontram-se

na Tabela 6.
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Tabela 6. Anlise dos niveis de precisdo intradia, interdia e interanalista para 0 MAR

padrdo utilizando o método espectrofotométrico na regido do UV

Absorvancia DPR

296 nm Absorvancia

média (%)
Precisdo

0,526 0,519 0,512 0,526 0,519 0,512 0,519 1,20

intradia
Precisédo 0,539 0,536 0,530 0,521 0,516 0,519

0,523 1,68
interdia 0,526 0,519 0,512 0,526 0,519 0,512
Precisédo 0,494 0,553 0,542 0,535 0,534 0,551

0,527 3,26

interanalista 0,526 0,519 0512 0526 0,519 0,512

5.6. Seletividade
A Figura 9 apresenta a comparacao dos espectros de absor¢do das solugdes de MAR
padrdo e amostra, em agua purificada: etanol (80:20, v/v), entre 200 e 400 nm.

0,8
0,7
0,6
0,5 /N
Absorvancia 04 / \
03 “Sacao / \
0,2 Y 4 ~

0,1 S

0 S
200 250 300 350 400
Comprimento de Onda
Padrdo = == Amostra

Figura 9. Sobreposicdo dos espectros de absorcao obtidos por espectrofotometria na regido
do UV para as solucBes de MAR padrdo e MAR amostra preparadas em agua purificada:

etanol (80:20, v/v) na concentragdo de 6 ug/mL.
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5.6.1. Degradacéo Forcada
As condigdes analisadas para o ensaio de degradacéo estdo representadas pela Tabela 7.

Tabela 7. CondicOes de estresse para o estudo de degradacéo forcada de MAR em

comprimidos
Parametro Condicgao degradante
Solucéo &cida 0,1 M HCla60°C
Solucéo basica 0,1 M NaOH a 60 °C
Solucédo neutra Agua purificada: etanol (80:20, v/v) & 60 °C
Fotolise Agua purificada: etanol (80:20, v/v); Camara de luz UV & + 25 °C

Dessa forma, para analisar a degradacdo em cada condicgdo testada, foi feito o calculo
de acordo com a equacdo da reta determinada no ensaio de linearidade, e os resultados
encontram-se dispostos na Tabela 8.

Tabela 8. Valores determinados para a avaliagdo dos ensaios de degradacdo de MAR,

pelo método espectrofotométrico na regido do UV

Absorvancia Absorvancia Degradacao
Condicao degradante

(t0) (t2) (%)
0,1 M HCI 0,921 0,915 0,68
0,1 M NaOH 0,712 0,708 0,63

Agua purificada: etanol
(80:20, V/v) 0,640 0,639 0,14

Agua purificada: etanol
(80:20, v/v); Camara de 0,653 0,456 30,64

luz UV
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Diante disso, os espectros de absor¢do contendo comparagdes entre os tempos 0 e 2
horas obtidos para cada uma das diferentes condi¢cOes de degradacdo para 0 MAR, estdo

demonstrados pelas Figuras 10, 11, 12 e 13.
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Figura 10. Sobreposigdo dos espectros de MAR na condicdo de estresse acida no tempo 0

(vermelho) e tempo 2 h (azul).
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Figura 11. Sobreposicéo dos espectros de MAR na condicdo de estresse basica no tempo 0O

(vermelho) e tempo 2 h (azul).



67

1,0
0,9
0,8
0,7
0,6
Absorvancia 05
0,4
0,3
0,2
0,1

0,0
200 250 300 350 400

Comprimento de Onda

- aen e ) e—t2h

Figura 12. Sobreposicéo dos espectros de MAR na condigdo de estresse neutra no tempo 0

(vermelho) e tempo 2 h (azul).
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Figura 13. Sobreposicao dos espectros de MAR na condicao de estresse fotolitica no tempo 0

(vermelho) e tempo 2 h (azul).



68

5.7. Exatidéo

Na Tabela 9 sdo apresentados os valores de recuperacdo obtidos para cada nivel de
concentragdo testado pelo método espectrofotometria na regido do UV.

Tabela 9. Valores do teste de recuperagdo do método espectrofotométrico na regido do

UV para avaliacdo de MAR

MAR padrédo MAR padréo Recuperagéo Recuperacdo  DPR (%)

adicionado recuperado (%) * média (%)
(ng/mL) (ng/mL)
R1 4,8 4,77 99,30
R2 6,0 6,04 100,61 100,39 0,99
R3 7,2 7,29 101,25

*Cada valor corresponde & média de trés determinagdes.

5.8. Robustez
As médias das variacBes no comprimento de onda, da porcentagem de etanol, e das
variacdes na utilizacdo de aparelho ultrassom, para avaliar o parametro robustez foram

analisadas estatisticamente e os resultados encontram-se na Tabela 10.
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Tabela 10. Valores calculados nos testes F e t para variacdes de comprimento de onda,
na porcentagem de etanol, e na variagdo da utilizacdo de ultrassom no método

espectrofotométrico na regido do UV para determinacdo de MAR em comprimidos

Condicgao Parametros Fcal Ftab tcal ttab
Normal Alterado

A (nm) 296 294 434 19 009 278

296 298 7,96 19 0,16 2,78

Diluente  Agua purificada: Agua purificada: 1,34 19 1,18 2,78
etanol (80:20, v/v)  etanol (82:18, v/v)
Aparelho Com Ultrassom Sem Ultrassom 8,80 19 2,88 2,78

Ultrassom (2 min)

5.9. Limites de deteccdo e de quantificacéo
Os resultados do limite de detecgéo e do limite de quantificacdo foram 0,39 ug/mL e

1,18 pg/mL, respectivamente.

5.10. Doseamento
Os valores de teor do MAR em comprimidos, determinados durante o ensaio de

doseamento, encontram-se na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores determinados para o doseamento de MAR em comprimidos, pelo

método espectrofotometria na regido do UV

Dia Teor de MAR em Teor médio DPR (%)
comprimidos*
pg/mL %
1 6,27 104,43
2 6,22 103,67 103,67 1,42
3 6,10 101,59

*Valores obtidos a partir da média de seis determinacdes.
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6. DISCUSSAO

6.1. Desenvolvimento do método

6.1.1. Peso médio

A determinacdo do peso médio foi feita considerando comprimidos nao-revestidos ou
revestidos com filme, assim tem-se que apenas duas unidades podem estar fora dos limites
especificados, no entanto nenhuma podera estar acima ou abaixo do dobro das porcentagens
indicadas pelos valores: 80 mg ou menos + 10,0 %; mais que 80 mg e menos que 250 mg +
7,5 %; 250 mg ou mais * 5,0 % (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

De acordo com o que foi mencionado acima, conforme o especificado pela Farmacopeia
Brasileira (2019), ha um limite de variacao aceitavel de £ 7,5 %, assim, considerando que 0s
comprimidos de MAR apresentavam peso médio de 153,62 mg, e que os limites inferior e
superior sdo, respectivamente, 142,10 mg e 165,14 mg, nenhuma unidade estava fora dos
limites impostos e, portanto, a forma farmacéutica comprimido encontra-se de acordo com as
especificacoes.

6.1.2. Selecdo do diluente

Os diluentes a serem utilizados foram escolhidos de acordo com os dados disponiveis
pela European Pharmacopoeia (2019), sobre a solubilidade do MAR, como ja descrito no
topico 5.1 de caracteristicas do mesmo, além do que esta disposto em estudos como de Xie e
colaboradores (2020) e Rivagli e colaboradores (2014). As concentracdes da mistura de
solventes etanol e agua foram definidas com base no que estd descrito na European
Pharmacopoeia (2019) e na USP (2018).

Considerando os resultados encontrados a partir dos testes feitos, o farmaco apresentou
melhor solubilidade no diluente agua purificada: etanol (80:20, v/v), além de estabilidade,
julgando pelas variagdes a partir da leitura do tempo zero. Apesar do diluente agua purificada

ser 0 que mais manteve valores semelhantes de absorgéo, tendo a melhor estabilidade dentre os



72

trés, a solubilidade foi menor, considerando a faixa de maior absorvancia. Enquanto no diluente
agua purificada: etanol (90:10, v/v), o analito apresentou o segundo maior valor de absor¢éo
dentre os trés diluentes considerando o tempo zero, ou seja, maior solubilidade, no entanto, ao
considerar a variagdes dos valores de absorvancia no decorrer dos tempos, observa-se grande
variacdo, apresentando valores de absor¢do que oscilaram de 0,642 a 0,515, assim
demonstrando pouca estabilidade.

6.1.3. Curva de Ringbom

No desenvolvimento do método foram testadas concentracdes que variaram de 0,1 a 30
pug/mL. Sendo assim, foi possivel identificar e escolher as concentragdes de 2,5 a 9 pg/mL, uma
vez que apresentaram linearidade de resposta. Com isso, foi possivel testar dentre essas
concentracdes da faixa linear encontrada quais seriam utilizadas para o ensaio de linearidade
do método. Além disso, o desvio padrdo e o desvio padréo relativo de todos os pontos da curva,
também seguiram conforme o que é recomendado pela Resolucdo da Diretoria Colegiada

(RDC) n° 166 (2017).

6.2. Validacéo

6.2.1. Linearidade

Foi possivel construir a curva analitica para MAR padrdo com as médias das médias dos
valores das absorvancias de trés curvas analiticas com concentragdes de 3,0 a 9,0 ug/mL obtidas
durante os ensaios de linearidade. Assim, para avaliar a linearidade do método construiu-se o
gréfico de concentragdo x absorvancia, o qual demostrou proporcionalidade entre estes dois
fatores.

A equacdo da reta, determinada pelo método dos minimos quadrados foi y = 0,0881x +
0,009, com coeficiente de determinacio (R?) igual a 0,9989, e coeficiente de correlagio (r) igual
a 0,9994, para 0 MAR padréo. Estando esse resultado de acordo com o que é aceito pela RDC

166 (BRASIL, 2017).
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Dessa forma, foi possivel o envolvimento de métodos estatisticos para a avaliacdo dos
resultados, em que linearidade foi evidenciada pela ANOVA, a qual demonstrou haver
regressdo linear entre as concentracbes e desvio de linearidade ndo significativo, em
conformidade com o que é determinado pelo ICH (2005) e por BRASIL (2017).

Além disso, um grafico de réplicas x desvio padrdo foi construido, contemplando os
resultados de andlise de residuos. Sendo possivel determinar que os pontos relacionados as
absorvéancias estavam abaixo do valor de 1 desvio padréo (1,96), com excecdo de um ponto,
podendo esse ser considerado um outlier. Ademais, os pontos ficaram dispersos nao
apresentando nenhuma tendéncia.

6.2.2. Precisao

Com os resultados é possivel determinar que existe um grau de proximidade entre 0s
ensaios. Tendo em vista que a precisao para os trés niveis testados, sendo intradia, interdia e
interanalista, apresentaram respectivamente um desvio padréo relativo nos valores de 1,20, 1,68
e 3,26 %, abaixo de 5 % como € preconizado pela RDC 166 (BRASIL, 2017). Com isso,
validando a precisdo do método espectrofotométrico na regido do UV para analise do
marbofloxacino em comprimidos.

6.2.3. Seletividade

A seletividade do método pdde ser confirmada pela comparacdo das absorvancias do
padrdo e da amostra. Em que, os espectros de solucdes de MAR padrdo e comprimidos foram
analisados. O resultado da sobreposicao dos espectros mostrou que é possivel quantificar MAR
na amostra, assim a presenca dos excipientes ndo demonstra interferéncia nas leituras das
andlises.

6.2.3.1. Degradacgéo Forcada

Estudos de Kogawa e Salgado (2015), referem que em ensaios de degradagéo forgada

podem ser obtidos degradantes primarios, 0s quais se apresentam numerosos e podem ocorrer
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em uma condi¢do especifica de estresse forcada. Dessa forma, é essencial que sejam formuladas
condigGes que atinjam valores de degradagéo inferiores a faixa de 10 a 20 %, para que estes
degradantes primarios ndo sejam perdidos, considerando que em muitas situacdes 0s
degradantes secundarios e terciarios se mostram como menos importantes do que 0s primarios.

Através da anélise dos dados obtidos, constata-se que as condigdes de degradacédo
térmica juntamente com estresse &cido, basico e neutro ndo ultrapassaram a quantificacdo de
10 a 20 %, limite que pode ser encontrado na literatura, pois como ja demonstrado na Tabela 8
e pelas Figuras 10, 11, 12 e 13 de comparacdo dos tempos O e 2 horas, foram obtidas
degradac0es entre 0,14 e 0,68 %. Sendo assim, os comprimidos de marbofloxacino mantiveram-
se estaveis no decorrer das 2 horas de degradacdo e o método foi capaz de mostrar a degradacao
ocorrida.

Por outro lado, quando a amostra foi submetida a condic@o de fot6lise em temperatura
ambiente, como demonstrado pela Figura 13, foram obtidos espectros de absor¢do sugestivos
de alta degradacdo, pois observou-se uma decaida de absorvancia no comprimento de onda de
méaxima absorcdo no decorrer dos tempos analisados, no qual conforme a comparacdo dos
tempos 0 e 2 horas foi possivel obter 30,64 % de degradacdo. Diante disso, cabe ressaltar que
a USP (2018) e a European Pharmacopoeia (2019), atribuem que o MAR apresenta
fotossensibilidade, preconizando que 0 mesmo deve ser manipulado protegido da luz além de
ser armazenado em embalagem resistente a luz, o que pode estar relacionado intrinsecamente a
essa escala de degradacdo obtida. Novamente, 0 método foi capaz de mostrar a degradacao
forcada.

Além disso, estudos de Sturini e colaboradores (2015), relatam a importancia do
conhecimento com relagdo a caracteristica de fotossensibilidade que fluorquinolonas

apresentam, ressaltando que a condicdo de fotodegradacdo auxilia na remocéao desses produtos
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que sdo extensamente liberados nos ecossistemas por diversas vias, assim propiciando
concentragdes reduzidas.

6.2.4. Exatidéo

A exatidao do método foi comprovada pelo ensaio de recuperacao, sendo estimada uma
recuperacdo média de 100,39 %. Estando de acordo com a especificacdo que é 98,0 a 102,0 %
(AOAC, 2002) para analises farmacéuticas. Além das médias apresentarem DPR de 0,99 %.

6.2.5. Robustez

A robustez do método foi confirmada pela variacdo do comprimento de onda na leitura
das analises e pela variacdo na porcentagem de etanol usado. Os resultados mostram que ndo
ha diferenca estatisticamente significativa. Dessa forma, o método pode ser considerado robusto
para essas alteracdes.

J& para a variacdo da ndo utilizacdo do aparelho ultrassom, a robustez do método néo
foi confirmada, visto que nos resultados estatisticos do teste t (Student) foi encontrado um valor
de t calculado acima do que se tem determinado pelo t tabelado. Sendo assim, para essa
modificacdo o método ndo se apresentou robusto.

Dessa forma, € evidente que o método mesmo se for submetido as duas primeiras
variacdes nas condi¢des analiticas descritas acima, ainda é capaz de apresentar o resultado sem
sofrer alteracdes significativas, demonstrando-se robusto perante tais variacOes, e a partir do
que foi constatado pela Gltima variacdo em que houve alteracao significativa no resultado do
método, precaucdes devem ser alertadas e incluidas no procedimento para controlar o processo.

6.2.6. Limites de deteccéo e de quantificacao

Os baixos valores calculados para os limites de deteccdo e de quantificagdo do
marbofloxacino (LD = 0,39 pg/mL e LQ = 1,18 pg/mL) indicam a sensibilidade adequada do

método para determinagéo do farmaco.
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6.2.7. Doseamento

O teor de MAR presente nas amostras analisadas foi de 103,67 %, com DPR 1,42 %. O
MAR comprimidos ndo tem monografia descrita em compéndios oficiais (USP, 2018;
EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2019; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). No
entanto, se comparado ao teor de outras fluorquinolonas descritas em farmacopeias, como 0
ofloxacino em comprimidos, em que o teor aceitavel é de 90,0 a 110,0 % (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019), ou o levofloxacino em comprimidos, com teor aceitavel de 90,0 a
110,0 % (USP, 2018), também o cloridrato de ciprofloxacino em comprimidos, em que o teor
aceitavel é de 90,0 a 110,0 % (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019), e ainda o mesilato de
gemifloxacino com teor aceitavel entre 90,0 e 110,0 % (FARMACOPEIA BRASILEIRA,

2019), o teor de MAR comprimidos estaria aprovado.
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7. CONCLUSAO

Na literatura podem ser encontrados alguns métodos analiticos para avaliacdo de
marbofloxacino em diferentes matrizes, no entanto, estes métodos nédo priorizam contemplar os
principios da Quimica Analitica Verde, revelando uma lacuna no desenvolvimento de novos
métodos, visando uma producdo mais ecoldgica, com a necessidade de reducao ou eliminagdo
do uso e da geragdo de agentes toxicos para o operador e para 0 meio ambiente, como por
exemplo com a utilizagdo de solventes mais seguros e menos toxicos, além de reducdo do tempo
de anélise e de custos.

O método eco-friendly por espectrofotometria na regido do ultravioleta proposto para
avaliacdo de marbofloxacino em comprimidos foi considerado adequado, em que considerando
0s parametros avaliados de linearidade, precisdo, seletividade, exatid@o, robustez, limites de
deteccdo e quantificacdo foi possivel a quantificacdo segura, eficaz e confiavel de comprimidos
de marbofloxacino em 296 nm utilizando como diluente &gua purificada: etanol (80:20, v/v).

Este trabalho apresentou um método inovador frente aos presentes na literatura,
seguindo os principios da Quimica Analitica Verde, devido a menor quantidade de farmaco
utilizado, bem como a reducdo do volume de diluente também utilizado, gerando menos
residuos para 0 meio ambiente, além disso, 0 uso de solventes menos tdxicos foi proposto
visando menos toxicidade para o operador e para 0 meio ambiente, e mostrou-se eficiente, sendo
uma importante alternativa para os solventes organicos utilizados atualmente, também é um

método de facil execucéo, de baixo custo e rapido.
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