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RESUMO

O fluconazol € um farmaco antifingico da classe dos triazois, uma das classes mais
importantes no tratamento de micoses cutaneas e sistémicas. Esse farmaco é
comercializado na forma de capsulas, solucdes injetaveis e pds para suspensao oral.
O Hospital de Clinicas de Porto Alegre, para atender as necessidades de seus
pacientes, realiza derivacdo de capsulas de fluconazol para obter uma formulagéo
liguida oral de facil administragdo e com possibilidade de ajuste de dose. Com o intuito
de substituir a derivacdo por uma formulagdo produzida a partir de insumo
farmacéutico ativo, esse trabalho buscou desenvolver e avaliar a estabilidade fisico-
guimica e microbiolégica de uma formulacdo oral liquida contendo fluconazol, bem
como demonstrar adequabilidade de método analitico cromatografico compendial
utilizado para doseamento da formulacdo. Sete diferentes formulagbes foram
produzidas e avaliadas quanto ao pH, viscosidade e volume de sedimentacdo. Se
demonstrou adequabilidade de método analitico para determinar o teor das
formulagBes por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia através dos parametros de
seletividade, linearidade, precisdo e exatiddo. Duas formulacbes mais promissoras
foram preparadas na Farmacia Semi-Industrial do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
e acondicionadas em frasco PET ambar, que foram armazenados sob trés diferentes
condicBes: em temperatura ambiente, sob refrigeracéo (2 a 8 °C) e em estufa (40 °C).
Foram coletadas amostras nos dias 0, 7 e 14 para avaliar a estabilidade fisico-quimica,
analisando seus teores, pH e aspectos macroscopicos. Amostras foram coletadas nos
dias 0 e 21 para analisar a estabilidade microbiolégica. Foi possivel demonstrar
estabilidade fisico-quimica e microbiologica para uma das formulacdes por um periodo
de 14 dias. Os resultados desse estudo sugerem a incorporacdo de uma nova
formulacéo liquida de uso oral contendo fluconazol ao portiflio da Farméacia Semi-
Industrial, substituindo a derivacdo que ja vinha sendo utilizada.
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1. Introducéo

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA) é uma instituicdo publica e
universitaria, integrante da rede de hospitais universitarios do Ministério da Educacao
e vinculada academicamente a Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O hospital
possui, dentro do seu Servico de Farmacia, a Farmacia Semi-Industrial (FSI), local
onde sado preparadas formulacdes magistrais e derivagcdes a partir de formas
farmacéuticas solidas (GOBETTI, 2017).

Grande parte das formulacdes produzidas pela FSI é de apresentacéo liquida.
Seu preparo € relativamente simples e tal produto proporciona versatilidade de uso,
podendo ser facilmente utilizado como multidose. Além disso, uma mesma formulacéo
pode ter sua dose ajustada em funcdo do volume administrado ao paciente,
atendendo as mais diversas necessidades encontradas (GOBETTI, 2017; NAHATA,
ALLEN, 2008).

Tomando como exemplo o paciente pediatrico, a maioria dos produtos
disponiveis no mercado néo foi planejada para atender esse individuo, uma vez que
ela se encontra em formas sélidas orais de dosagem fixa. Impossibilidade de
degluticdo e necessidade de doses dependentes de peso ou superficie corporal sao
fatores que impedem o uso desses produtos em criancas e recém-nascidos
(GOBETTI, 2017; NAHATA; ALLEN, 2008). Tais -caracteristicas podem ser
modificadas, preparando solu¢des ou suspensdes orais a partir de formas sélidas ou
mesmo do proprio insumo farmacéutico ativo (GIAM; MCLACHLAN, 2008). Essa
pratica costuma ser adotada quando especialidades farmacéuticas disponiveis de
determinado medicamento ndo atendem as necessidades do paciente, seja ela devido

a uma dose especial, via de administracao alternativa, etc (BAUMER et al., 2011).

O Hospital de Clinicas de Porto Alegre possui alta demanda de pacientes com
necessidades especificas em relagdo a dosagem e administragcdo de medicamentos,
como pacientes pediatricos, transplantados e em uso de sondas. Para atender esse
publico, a Farmacia Semi-Industrial realiza manipula¢des ou deriva¢des farmacéuticas
com o critério de que o produto em questao deve possuir estudo de estabilidade na
literatura. Esses estudos se fazem necesséarios para verificar a forma correta de

preparo, a embalagem a ser utilizada, as condi¢oes de armazenamento e o tempo de
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estabilidade da formulacédo (AYERS, M. V., 2016; BRASIL, 2005;). Dentre os produtos

gue compdem o portifélio da FSI, encontra-se o fluconazol.

O fluconazol é um farmaco antifingico da classe dos triazois, uma das classes
mais importantes no tratamento de micoses cutaneas e sistémicas (CASTRO et al.,
2015), conhecido desde 1983 com a aquisicdo da patente pela Pfizer (CYR et al.,
1996).

A estrutura de sua molécula pode ser visualizada na Figura 1. O Fluconazol é
uma substancia quimica pouco soltivel em agua e facilmente soltvel em metanol, com
peso molecular de 306,27 g/mol (CHAROO et al, 2014, FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; PUBCHEM, 2018).

Figura 1 - Estrutura molecular do Fluconazol.

Fonte: PubChem, 2018

Farmacos da classe dos triazois, como o fluconazol, atuam inibindo a sintese
de ergosterol, importante constituinte da membrana celular de fungos. Ocorre inibicao
da enzima lanosterol-14-alfa-demetilase, responsavel pela conversao de lanosterol a
ergosterol, o que culmina em uma disfungao na fluidez e na estrutura da membrana
celular (CHAROO et al., 2014; DRUGDEX, 2018; EKIERT; KRZEK; TALIK, 2010).
Funcdes atreladas a membrana, como transporte de nutrientes e sintese de quitina,
acabam por ser debilitadas. O ergosterol também possui uma acdo em fungos

semelhante a de hormdnios, onde quantidades tragco sdo responsaveis pela
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progressao do ciclo celular. Sendo assim, a inibicdo quase que total (>99%) de sua
sintese também € responsavel por uma acao fungistatica, inibindo o crescimento e
proliferacdo celular (GEORGOPAPADAKOU; WALSH, 1996; SHEEHAN;
HITCHCOCK; SIBLEY, 1999; WHITE; MARR; BOWDEN, 1998).

Figura 2 - Mecanismo de agdo dos farmacos da classe dos triazois.

Squalene
$ epoxidase

¢ cyclase

Lanosterol
AZOLES >¢ C- 14 demethylase

; A" reductase
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Ergosteroi

Fonte: GEORGOPAPADAKOU e WALSH, 1996

O fluconazol possui amplo espectro de atividade, sendo usado para tratar
desde uma candidiase até uma meningite criptocécica. E especialmente Gtil no
tratamento sistémico profilatico em pacientes transplantados e para combater infe¢cdes
em pacientes imunossuprimidos (BOURICHIA et al., 2012; CYR et al.,, 1996;
DENTINGER; SWENSON, 2009; HURTADO et al., 2008). E efetivo contra espécies
de Candida, Cryptococcus, Aspergillus, Blastomyces, Coccidioides e Histoplasma
(VENSEL, 2002).

Esse farmaco possui caracteristicas farmacocinéticas favoraveis para o manejo
clinico de pacientes, como alta biodisponibilidade oral (>90%), alto tempo de meia
vida (30h), absorcdo ndo dependente do pH gastrico ou da presenca de alimentos,
eliminacao predominantemente renal e baixa ligacdo a proteinas plasmaticas, o que
permite administracdo de uma Unica dose diaria (CHAROO et al., 2014; HURTADO et
al.,, 2008; SHEEHAN; HITCHCOCK; SIBLEY, 1999). Sua maior solubilidade em

relacdo a outros antifungicos da classe permite uma gama de apresentacdes
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farmacéuticas mais diversificada (EKIERT; KRZEK; TALIK, 2010). Especialidades
farmacéuticas de fluconazol disponiveis no mercado encontram-se nas formas de
capsulas, solucbes intravenosas e pOs para suspensdo oral (DENTINGER,;
SWENSON, 2009; DRUGDEX, 2018).

A literatura consultada apresenta formula¢des magistrais liquidas de fluconazol
com baixo prazo de validade, ndo ultrapassando duas semanas (FERREIRA; SOUZA,
2011; SOUZA, 2003). De acordo com a bula do fabricante de p6 para suspensao oral
de fluconazol (Diflucan®, 2006), o produto em suspenséo é estavel por 14 dias apds
sua reconstituicdo quando armazenado de 5 a 30 °C. Porém, um estudo demonstrou
que o mesmo produto se manteve estavel apds reconstituicdo por 70 dias em
temperatura ambiente quando armazenado tanto em frascos PET quanto em seringas
ambar, sem decréscimo significativo de sua concentracdo. O estudo também
demonstrou que ha formacdo de um produto de degradacdo néo identificado apos
estresse térmico a 77 °C por 23h em condi¢Bes extremas de pH (1,3 e 11,1) nos
mesmos materiais de embalagem (DENTINGER; SWENSON, 2009).

Devido a auséncia de formas farmacéuticas liquidas de uso oral no mercado
nacional contendo fluconazol, na rotina da Farmécia Semi-Industrial do HCPA séo
produzidas derivacfes a partir de capsulas contendo este farmaco. O contetdo das
capsulas é disperso em agua purificada, o que gera uma suspensao de uso oral que
recebe o prazo de validade de 15 dias quando armazenada em geladeira (SOUZA,
2003). Tal pratica se faz necesséria para atendimento as prescricbes destinadas a
pacientes pediatricos e adultos com dificuldade de degluticdo ou que utilizem de
sondas para alimentacdo. Recentemente, com uma proposta de reduzir custos, 0
Hospital vem estudando a possibilidade de mudar o preparo de sua formulacao de

fluconazol, passando a utilizar o insumo farmacéutico ativo ao invés de capsulas.

Até a presente data, ha uma escassez de estudos descritos na literatura
cientifica sobre a avaliacdo da estabilidade de preparacdes extemporaneas liquidas
orais contendo fluconazol, bem como de desenvolvimento de formulagdes orais
liquidas e sua estabilidade fisico-quimica e microbiolégica. No intuito de facilitar a
administracdo deste farmaco, atendendo as necessidades dos pacientes internados
na unidade hospitalar, o presente trabalho busca desenvolver e avaliar uma

formulag&o oral liquida de fluconazol a ser produzida e utilizada pelo Hospital de
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Clinicas de Porto Alegre, substituindo a derivacao ja produzida pela Farmacia Semi-

Industrial.
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2. Objetivos

2.1.Objetivo Geral

Desenvolver e avaliar a estabilidade fisico-quimica e microbioldégica de uma
formulacdo oral liquida feita a partir de matéria-prima de fluconazol para uso na

terapéutica de pacientes adultos e pediatricos internados em ambiente hospitalar.

2.2.0bjetivos Especificos

Realizar estudo de desenvolvimento de uma suspenséo oral de fluconazol para

uso hospitalar.

Verificar adequabilidade de método analitico compendial para determinacéo

guantitativa de fluconazol na suspensao desenvolvida.

Avaliar a estabilidade fisico-quimica e microbiolégica da formulacao

desenvolvida para propor o intervalo de tempo seguro para sua utilizacao.
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. Materiais e Métodos

3.1. Equipamentos

e Cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Agilent, modelo LC 1200 series
equipado com bomba quaternaria (G1311A), autoinjetor (G1329A), detector de
arranjo de diodo (1315B) e software para aquisicdo de dados e analise de
resultados ChemStation, verséo B03.02;

e Coluna cromatografica Zorbax Eclipse Plus C18 Agilent® (150 mm x 4,6 mm x
S pm);

e pHmetro HANNA Instruments, modelo pH21;

e Viscosimetro de Brookfield modelo RDVD-I+;

3.2.Reagentes

e Agua purificada, Direct-Q3UV, Millipore®;

e Fosfato de potassio monobasico, Merck®;

e Metanol grau cromatografico, LiChrpsolv®;

e Acetonitrila grau cromatogréfico, Vetec ®;

e Substancia Quimica de Trabalho de fluconazol, teor 100,9% (LAPPS-
Faculdade de Farméacia/UFRGS)

3.3. Matérias-Primas

e Fluconazol matéria-prima, Delaware ®, Teor 99,68%, L 1007/17;
e Carboximetilcelulose, Delaware ®, L 1006/16;

e Xarope Simples, FSI/HCPA, L 002/18;

e Glicerina, Rioquimica ®, L 1701655;

e Propilenoglicol, Rioquimica ®, L 1512043.
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3.4. Desenvolvimento de Formulacéo

Sete formulacdes de suspenséao de fluconazol 50 mg/mL foram preparadas a
um volume final de 100 mL e avaliadas quanto a viabilidade de preparo, pH,
viscosidade e volume de sedimentacdo. A composicdo das formulacdes preparadas
encontra-se na Tabela 1. Para todas as formulagdes, o fluconazol foi previamente
triturado em gral e levigado com glicerina ou propilendoglicol, quando aplicavel. O
ativo foi incorporado com respectivo veiculo, tendo seu volume total completado em
calice de vidro. Para completa homogeneizagcdo, as formulacdes foram agitadas

manualmente por 1 minuto.

Tabela 1 - Composi¢éo das suspensdes de fluconazol 50 mg/mL.

Fluconazol Glicerina Propilenoglicol CMC* 1% sol ag. Xarope Simples

Formulagéo 1 50 - - - gsp 100 mL
Formulagéo 2 50 10 mL - - gsp 100 mL
Formulagéo 3 59 - 10 mL - gsp 100 mL
Formulacéo 4 59 10 mL - gsp 100 mL -

Formulacdo 5 50 10 mL - 40 mL gsp 100 mL
Formulagéo 6 50 10 mL - 25 mL gsp 100 mL
Formulagéo 7 509 10 mL - 10 mL gsp 100 mL

*CMC = carboximetilcelulose

3.4.1. Analise de pH

O pH das formulacdes foi avaliado utilizando pHmetro HANNA Instruments,

modelo pH21.

3.4.2. Andlise de Viscosidade

Viscosimetro de Brookfield modelo RDVD-I+ com spindle n® 4 a 100 rpm foi

utilizado para determinar a viscosidade das formulacdes. Medidas de toque e
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viscosidade foram tomadas em 30 e 60 segundos de agitacdo, tendo a média dessas

medidas como referéncia para avaliar a viscosidade das formulagdes.

3.4.3. Volume de Sedimentacéo

Cerca de 30 mL das formulaces foram transferidos para provetas de vidro
graduadas. A sedimentacdo das formulacbes foi avaliada no tempo zero e
acompanhada em 1, 2, 24, 48, 72 e 168 horas, medindo o volume de sedimento

formado e utilizando a seguinte formula:

Onde Vs = Volume de Sedimentagéo, Vi = Volume de sedimento em determinado
tempo (mL) e Vo= Volume total da suspenséo no tempo zero (mL).

3.5. Adequabilidade de Método Analitico

Nesse estudo, utilizou-se metodologia compendial para doseamento de
fluconazol em suspenséo baseada na USP 41. O método possui especificacdo de teor
de 90 a 110% do produto em relacdo a dose declarada, e as analises realizadas nesse
trabalho foram avaliadas seguindo esse critério. Conforme a legislacdo vigente,
metodologias compendias devem ter sua adequabilidade demonstrada nas condi¢cbes
laboratoriais por meio de estudo de validacdo parcial (BRASIL, 2017). Para tal,
avaliou-se 0s seguintes parametros analiticos: linearidade, seletividade, precisédo e

exatidao.

3.5.1. Sistema Cromatografico

Analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foram realizadas
utilizando acetonitrila e tampéao fosfato de potassio monobéasico 20 mM de pH 2,5

(80:20) em condicao isocratica com vazao de 1,5 mL/min. A coluna utilizada foi uma
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Zorbax Eclipse Plus C18 Agilent® (150 mm x 4,6 mm x 5 ym). As analises foram
realizadas em temperatura ambiente, utilizando 50 pL de injecdo de amostra e
detector UV a 260 nm, assumindo uma pressdo maxima de 400 bar. O tempo de

andalise utilizado foi de 6 minutos.

3.5.2. Seletividade

A seletividade do método foi avaliada comparando os cromatogramas obtidos
para a Formulacdo 6, que contém todos os excipientes testados, e uma formulagéo
placebo, livre de qualquer quantidade de fluconazol. As duas amostras foram diluidas
500 vezes para atingir concentracéo de trabalho e filtradas em filtro de membrana com

didmetro de poro de 0,45 um (Merck Millipore®) previamente a analise.

3.5.3. Linearidade

Uma solucdo padrdo estoque foi preparada contendo 1 mg/mL de fluconazol
em diluente metanol:agua (1:1). A partir desta, diluicbes foram realizadas com o
mesmo diluente para obtencéo de solug¢des padrao contendo 80, 90, 100, 110 e 120
pg/mL. Todas as solugdes foram filtradas em filtro de membrana com diametro de poro
de 0,45 um (Merck Millipore®) e analisadas por CLAE, sendo cada concentracdo
injetada trés vezes. Curvas padréo foram geradas plotando média das areas de pico
obtidas versus concentracdo. A analise foi feita em triplicatas independentes. Anélises
de variancia por ANOVA e de residuos por teste de Cochcran foram realizadas

utilizando o programa Microsoft Office Excell 2016.

3.5.4. Precisao

Repetibilidade e precisdo intermediaria foram avaliadas. Uma solugdo padréo
de fluconazol 1 mg/mL e seis solu¢Bes amostras de fluconazol matéria-prima 1 mg/mL
foram preparadas em diluente metanol:agua (1:1). As solu¢des foram diluidas a 100
pg/mL, concentracdo média da linearidade, com o mesmo diluente e filtradas em filtro
de membrana com diametro de poro de 0,45 um (Merck Millipore®) previamente a

analise cromatografica. A repetibilidade foi determinada avaliando o desvio padréo
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relativo (DPR) obtido entre as seis amostras preparadas sob as mesmas condicdes
de analise, enquanto que a precisao intermediaria foi determinada avaliando o DPR

obtido entre doze amostras preparadas em dois dias distintos por analistas diferentes.

3.5.5. Exatidao

Solucdo padréo de fluconazol 1 mg/mL e solucdo amostra de fluconazol
matéria-prima 1 mg/mL foram preparadas em diluente metanol:dgua (1:1). Aliquotas
de 0,8 mL de solugcdo amostra foram transferidas para bal6es volumétricos de 10,00
mL contendo 0,2, 0,3 e 0,4 mL de solucéo padréo. O volume dos baldes foi completado
com diluente, gerando concentracdes finais de fluconazol de 100, 110 e 120 pg/mL, e
as solugdes foram filtradas em filtro de membrana com diametro de poro de 0,45 pm
(Merck Millipore®) previamente a andlise. As diluicdes foram feitas em triplicata e a
exatiddo do método foi avaliada mediante a recuperacdo de padrdo encontrada em

cada nivel de concentracéo.

3.6. Estudo de Estabilidade

As formulagBes que apresentaram aparéncia final livre de grumos, resultados
de pHentre 5,5 e 7,5, viscosidade abaixo de 1000 cp e volume de sedimentacéo acima
de 0,90 em 72h foram produzidas em escala semi-industrial para o estudo de
estabilidade. Foram preparados 1,5 L de cada formulagcdo da mesma forma que a
descrita anteriormente (item 3.4. Desenvolvimento de Formulagao), contendo
concentracéo final de fluconazol de 50 mg/mL. O preparo foi realizado em capela de
fluxo laminar e com materiais previamente higienizados com etanol 70%. Uma
amostra das formulacdes foi tomada para realizar ensaio microbiologico. As
formulagdes foram envasadas em frascos PET ambar contendo 30 mL de suspenséo.
Cinco frascos de cada formulacdo foram armazenados em temperatura ambiente,
cinco frascos em geladeira (2 a 8 °C) e cinco em estufa (40 °C), sendo trés frascos
destinados para doseamento por CLAE, um frasco para avaliacdo de pH e analise

macroscopica, e um frasco para ensaio microbiologico.
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3.6.1. Doseamento

O teor das formulacdes foi analisado apos 0, 7 e 14 dias de armazenamento
nas condi¢des cromatogréficas descritas. Cada frasco teve 1 mL aliquotado e diluido
500 vezes com diluente metanol:agua (1:1). As solucdes foram filtradas em filtro de
membrana com diametro de poro de 0,45 um (Merck Millipore®) e analisadas por
CLAE conforme metodologia descrita no item 3.5.1. (Sistema Cromatografico). Analise
de variancia por ANOVA e teste t de Student foram realizados utilizando o programa
Microsoft Office Excell 2016.

3.6.2. Analise de pH

O pH das formulacdes foi analisado ap6s 0, 7 e 14 dias de armazenamento nas
condicBes descritas. A analise foi feita em triplicata com pHmetro HANNA Instruments,

modelo pH21.

3.6.3. Analise Macroscoépica

O conteudo dos frascos destinados a analise de pH foi vertido para um béquer
de vidro e analisado em fundo escuro ap6s 0, 7 e 14 dias de armazenamento nas
condicbes descritas. Observou-se a presenca ou auséncia de alteragcbes na cor,
aparéncia e odor das formulacoes.

3.6.4. Ensaio Microbiolégico

Logo apés a producdo das formulacdes na FSI e apdés 21 dias de
armazenamento, as amostras destinadas para ensaio microbiologico foram
encaminhadas para empresa terceirizada (GRAM - Laboratorio de Andlises
Microbiol6gicas Ltda). Pesquisa de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli e Salmonella spp. foi realizada pelo Método Cultural descrito
em Bacteriological Analytical Manual (2001) - Food and Drug Administration.
Contagem total de bactérias aerdbicas e contagem total de bolores e leveduras foram

realizadas pelo método Pour Plate descrito na Farmacopéia Brasiléria, 52 Edi¢ao.
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4. Resultados e Discussao

4.1. Desenvolvimento de Formulacéo

Utilizando insumos disponiveis na Farmacia Semi-Indiustrial do HCPA e com base
na literatura consultada, sete formulacbes foram produzidas contendo diferentes
excipientes e concentragcbes dos mesmos. Uma avaliacdo inicial durante a propria
manipulacéo ja revelou algumas informagdes relevantes quanto a viabilidade de cada

formulacao.

A Formulacdo 1, que consistiu apenas do fluconazol incorporado em xarope
simples, apresentou formacdo de pequenos grumos no seu aspecto final, o que foi
contornado na Formulagéo 2 com o uso de glicerina para levigar o farmaco antes da
incorporacdo. Ao utilizar propilenoglicol no lugar da glicerina na Formulacdo 3, a
levigacao demonstrou-se de dificil execucao e pouco eficiente, formando aglomerados
antes mesmo de realizar a incorporacéo. Decidiu-se por descartar a Formulacéo 3.

A substituicdo de xarope simples por uma solugéo aquosa de carboximetilcelulose
(CMC) 1% como veiculo (Formulacgéo 4) prejudicou a incorporacao do farmaco devido
a uma elevada viscosidade do excipiente e levou a incorporacao de ar na formulacao.
Como as formulacbes que consistiram apenas de xarope simples como veiculo
resultaram em uma viscosidade aparentemente menor, o que pode ser constatado no
item 4.1.1 (pH e Viscosidade), testou-se diferentes concentra¢gdes de solu¢cao de CMC
1% (40%, 25% e 10% para Formulacdes 5, 6 e 7, respectivamente). Todas elas foram

de facil preparo e com bom aspecto final, livre de grumos ou bolhas de ar.

4.1.1. pH e Viscosidade

Os resultados obtidos para o pH e para a viscosidade das formulagcbes
encontram-se na Tabela 2. A Formulacdo 2 apresentou o menor valor de pH de todos,

com 5,78, enquanto que o maior registrado foi de 6,82 para a Formulacéo 4.

A analise da viscosidade indicou que formulacbes contendo apenas xarope

simples como veiculo foram as mais fluidas, apresentado baixos valores de
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viscosidade e torque. Esses valores apresentam tendéncia de aumento conforme a

guantidade de CMC presente na formulacéo.

Apesar de viscosidade n&o ser um parametro que possua uma especificacao
determinada por um guia, legislacdo ou compéndio, se faz necessario buscar um valor
gue atenda as necessidades da formulacéo e permita a padronizacao do processo de
producédo da suspensdo. E interessante que suspensdes possuam uma viscosidade
adequada para manter suas particulas soélidas dispersas, garantindo homogeneidade
da formulacdo e seguranca da dose administrada. Por outro lado, formulacées muito
viscosas ndo sdo desejadas quando se trata da administracdo do medicamento, pois
a redispersao torna-se dificil e o produto pode ser parcialmente retido em utensilios
como copos medidores, seringas e sondas. Quando necessario, 0 acréscimo da
viscosidade de uma formulacdo ndo deve ser muito extenso para evitar esses tipos
de situacdes (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2011).

Tabela 2 - Valores médios de pH, viscosidade e torque obtidos para as diferentes formulacdes

preparadas contendo fluconazol.

Formulacao pH (médiatdp) Viscosidade (cP) Torque (%)

1 6,24 (+0,04) 259 13,0
2 5,78 (+0,02) 356 13,9
4 6,82 (+0,07) 1437 71,8
5 6,36 (+0,03) 1024 51,2
6 6,18 (+0,03) 906 45,5
7 6,30 (+0,13) 422 19,3

4.1.2. Volume de Sedimentacao

Os valores de volume de sedimentacado calculados estao dispostos na Tabela
3. As Formulacdes 1 e 2, tendo apenas xarope simples como veiculo, apresentaram
0s maiores volumes de sedimento e maiores velocidades de sedimentagcdo — em 24h
ja possuiam uma quantidade consideravel de sedimento formado. A inclusdo de CMC

nas formulacdes retardou esse processo. A Formulacdo 4 continha apenas CMC
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como veiculo e comecgou a sedimentar apds 2h em repouso, mas a uma taxa bem
menor, visto que em 24h o sedimento formado foi expressivamente menor quando
comparado com as formulagdes anteriores. A utilizacdo de uma mistura de xarope
simples e CMC como veiculo se mostrou mais promissora nas Formulacdes 5, 6 e 7
(40%, 25% e 10% de solucdo aquosa CMC 1%, respectivamente), tendo
sedimentacdes minimas ao longo de 7 dias em repouso. O volume de sedimentacéo

obtido aumentou quanto maior a propor¢ao de CMC na formulacao.

Tabela 3 - Volume de sedimentagdo calculado através dos volumes de sedimento formados em cada

formulacdo ao longo de 7 dias de acompanhamento.

Volume de Sedimentacao

Formulacao

Tempo 1 2 4 5 6 7
Oh 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
1h 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00
2h 1,00 1,00 0,98 1,00 1,00 1,00
24h 0,29 0,78 0,94 0,97 0,97 0,97
48h 0,29 0,66 0,89 0,97 0,95 0,94
72h 0,29 0,58 0,84 0,97 0,94 0,91
168h 0,29 0,50 0,60 0,94 0,87 0,85

A Lei de Stokes dita que a taxa de sedimentacdo de uma particula é
diretamente proporcional ao seu diametro e inversamente proporcional a viscosidade
do meio (ALLEN; POPOVICH; ANSEL, 2011). Espera-se que o tamanho de particulas
das formulacdes sejam uniformes entre si devido a trituracéo prévia a manipulacéo da
matéria prima utilizada, tendo, portanto, a viscosidade do meio como a variavel que
afeta a sedimentacao. Os resultados obtidos da viscosidade corroboram com os de
volume de sedimentacdo, visto que estes tendem a ser maiores quanto maior a

viscosidade das formulacgdes.
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4.2. Adequabilidade de Método Analitico

4.2.1. Sistema Cromatografico

Um cromatograma obtido para padréo de fluconazol 100 pg/mL preparado em
metanol e 4gua (1:1) pode ser observado na Figura 3a. O pico de fluconazol eluiu em
um tempo de retencao de 3,491 min, apresentou resolucéo (R) de 14,16 em relacdo
ao tempo morto, simetria (T) de 0,91, n°® de pratos tedricos (N) de 5731 e pureza de

pico adequada (Figura 3b).

Um sistema cromatografico utilizado, seja para fins de validacdes ou analises
de amostras, sempre deve ser avaliado quanto a capacidade de fornecer dados de
qualidade aceitavel. Os valores de resolucdo, fator de cauda e simetria séo
tipicamente utilizados para realizar essa avaliacdo (RIBANI et al, 2004). Guias
recomendam que, para que o sistema seja considerado apto, os picos de interesse
devem possui R superior a 2,0, T inferior a 2,0 e N superior a 2000 (US-FDA, 1994).
Os resultados obtidos para as andlises cromatograficas realizadas com padrdo de

fluconazol demonstram a adequabilidade do sistema utilizado neste trabalho.
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Figura 3 - (a) Cromatograma obtido para padrdo de fluconazol 100 pg/mL nas condigBes
cromatograficas utilizadas. (b) Espectro de absorcéo do padréo de fluconazol em 260 nm. (c) Pureza
de pico obtida para o padrao de fluconazol.
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4.2.2. Seletividade

Para garantir que a deteccao de fluconazol pelo método aplicado ndo sofresse
influéncia de nenhum excipiente, a Formulagéo 6 foi utilizada para a verificagdo da
seletividade do método, tendo em vista que sua composi¢cdo continha todos os
excipientes avaliados (Figura 4a). Uma formulacdo placebo foi preparada para
avaliacdo dos possiveis interferentes na analise cromatografica (Figura 4b). No
cromatograma da formulacdo placebo, ndo se observou nenhum pico eluindo no

tempo de retencao do fluconazol, demonstrando a auséncia de interferéncia da matriz.
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Figura 4 - Cromatogramas obtidos para a Formulacdo 6 (a) e formulacéo placebo (b). Fase mével
composta por acetonitrila e tampéo fosfato de potassio monobasico 20 mM pH 2,5 (80:20) em condicéo
isocratica com vazéo de 1,5 mL/min, injecao de 50 pL, detector UV a 260 nm, coluna Zorbax Eclipse
Plus C18 Agilent® (150 mm x 4,6 mm x 5 ym), analises realizadas em temperatura ambiente. Picos em
0,935 min e 1,335 min identificados como diluente, pico em 3,491 min identificado como fluconazol.
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4.2.3. Linearidade

Para fins de quantificacdo, se faz necessario demonstrar linearidade do método
analitico em uma faixa de 80 a 120% da especificacdo de interesse de acordo com a
RDC 166/2017. A faixa de trabalho utilizada nesse estudo cumpriu esse requisito,
utilizando solugbes padrao de fluconazol com concentracdes que variaram de 80 a

120 pg/mL demonstrados na Figura 5.

A regressdo linear obtida através do método dos minimos quadrados

apresentou um coeficiente angular de 4,2113, significativamente diferente de zero (P
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< 0,05), demonstrando uma relacao entre aumento de concentracdo do analito com
aumento de resposta analitica obtida. A regresséao linear se mostrou significativa pela
andlise de ANOVA, com Fcaiculado > Ftavelado (4609,0 e 5,7.10°%8, respectivamente). A
andlise de residuos também demonstra a adequabilidade da regresséao linear aplicada
por demonstrar homocedasticidade dos erros de medida. Através do gréafico de
residuos padrao (Figura 6), podemos notar auséncia de pontos outliers (fora de uma
faixa de + 2,0) e de tendéncia nas suas variancias, demonstrando aleatoriedade em
sua distribuicdo, o que também fica evidenciado por teste de Cochran onde Cecalculado
< Ctabelado (0,624 e 0,684, respectivamente).

O coeficiente de determinacéao (r?) foi de 0,9972, portanto, podemos dizer que
99,72% da variacdo da resposta analitica obtida se deve pelo acréscimo de
concentracdo do analito. Vale ressaltar que o valor minimo de r2 exigido pela

legislacado vigente é de 0,990.
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Figura 5 - Regresséo linear obtida para solugbes padrao de fluconazol pelo método cromatografico
utilizado.
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Figura 6 - Dispersé&o dos residuos padréo da linearidade do método cromatografico.
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4.2.4. Precisao

A Tabela 4 demonstra os resultados de teor obtidos para as amostras de
fluconazol referentes a repetibilidade e precisao intermediaria do método analitico. De
acordo com a RDC 166/2017, a repetibilidade consiste em avaliar réplicas de amostra
sob as mesmas condi¢Ges de operacao pelo mesmo analista e utilizando a mesma

instrumentacdo em uma Unica analise. Essa avaliacéo se faz através do desvio padrao
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relativo dos teores obtidos entre as réplicas utilizadas. Ja para a precisao
intermediaria, se comparam os resultados de duas andlises realizadas nas mesmas
condi¢cdes descritas, poréem em dias distintos e por analistas diferentes. Para o
presente estudo, tanto a repetibilidade quanto a preciséo intermediaria apresentaram

DPR inferior a 2,0%, indicando precisdo adequada do método.

Tabela 4 - Resultados obtidos para amostras de fluconazol utilizadas para avaliacdo da precisao do

método analitico.

Repetibilidade e Precisdo Intermediaria

Teor (%)
Amostra Dial Dia 2
1 103,9 103,4
2 103,8 101,8
3 103,9 101,9
4 104,1 99,1
5 102,6 101,6
6 104,0 101,7
Média intradia (%) 103,7 101,6
DPR intradia (%) 0,54 1,37
Média interdia (%) 102,7
DPR interdia (%) 1,46

4.2.5. Exatidao

A recuperacdo de padrdo de fluconazol adicionado em trés niveis de
concentracdo a amostra foi avaliada para comprovar exatiddo do método. Na Tabela
4 encontram-se os valores obtidos de recuperacao, tendo como média 100,87% entre

os trés niveis, o que demonstra a exatiddo do método utilizado.
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Tabela 5 - Valores das recuperacdes obtidas em amostras acrescidas de padrédo de fluconazol para

avaliacdo da exatiddo do método analitico.

Exatidao

Nivel (%) Padrdo Adicionado (ug) Recuperagédo Média (%)

100 200 99,77
110 300 102,64
120 400 100,20

4 .3.Estudo de Estabilidade

Para dar inicio ao estudo de estabilidade, os critérios citados no item 3.6
(Estudo de Estabilidade) foram utilizados para selecionar as formulagcdes com melhor
desempenho até entdo. Buscou-se um pH proximo a neutralidade por ser mais
adequado para a administracéo oral e pelo fato de que produtos de degradacao do
fluconazol foram detectados anteriormente em valores extremos de pH (DENTINGER,;
SWENSON, 2009). Um elevado valor de viscosidade ndo era desejado devido a
pratica do Hospital de Clinicas em fazer uso de seringas para administracdo de
medicamento por sondas, o que se tornaria dificil com uma formulacdo de alta
viscosidade. Outro requisito que a formulacdo buscou cumprir € manter suas
particulas em suspenséao pelo maior tempo possivel, o que foi detectado por valores
de volume de sedimentacdo elevados. Isso garante que as particulas ndo tendam a
compactar, tornando mais facil o processo de redispersao e trazendo mais seguranga

guanto a dose administrada ao paciente.

Com base nos resultados obtidos durante o estudo de formulagdo, as
Formulacdes 6 e 7 atenderam os critérios estabelecidos e foram selecionadas para

dar continuidade ao trabalho.

4.3.1. Doseamento

A ANVISA traz na Resolucéo n° 1 de 29 de julho de 2005 o Guia para Estudos
de Estabilidade de produtos farmacéuticos a serem realizados no ambito nacional
para poder prever, determinar ou acompanhar o seu prazo de validade. Nela, ficam

estabelecidas as definicdes dos diferentes estudos a serem realizados, bem como as
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condicbes em que cada tipo de produto deve ser submetido. Também estabelece os
ensaios a serem realizados e o0s critérios para aprovacdo de registro e prazo de

validade.

Os resultados desse estudo quanto aos teores das Formulagdes 6 e 7 tomados
por 14 dias, sob diferentes condicbes de armazenamento, se encontram na Tabela 6
(média e desvio padrao relativo de trés frascos utilizados em cada condi¢édo). O perfil
dos teores pode ser analisado pela Figura 7. Nota-se uma reducéo de 8,5%, 12,5% e
11,5% no teor da Formulacdo 6 ao final de 14 dias quando armazenada em
temperatura ambiente, sob refrigeracdo e em estufa, respectivamente. Ja na
Formulacdo 7, a reducdo no teor de 3,4% para armazenamento em temperatura

ambiente, 5,6% sob refrigeracéo e 6,5% para armazenamento em estufa.

De modo geral, ambas as formulagdes permaneceram acima de 90% do teor
declarado durante o estudo de estabilidade. Com 14 dias, a Formulacdo 6 possui
guedas de teor equivalentes quando armazenada sob refrigeracdo e em estufa, visto
que ndo ha diferenca estatisticamente significativa entre essas duas condi¢des (P >
0,05). Ja quando armazenada em temperatura ambiente, a queda de teor é menor,
indicando maior estabilidade. Para a Formulacdo 7 armazenada em estufa, uma
elevacdo no seu teor pode ser percebida entre os dias 7 e 14. Isso pode estar
relacionado com a perda de agua por evaporagdo, acarretando em concentracdo da
formulacdo. Analisando os valores de DPR obtidos, percebe-se uma maior variacao
nos resultados da Formulagédo 7, demonstrando uma dificuldade em obter aliquotas
representativas dessa formulacdo, o que pode refletir em sub ou sobredosagem ao
paciente.

Tabela 6 - Valores obtidos das analises quantitativas das formula¢cées armazenadas em temperatura
ambiente, sob refrigeracéo (2 - 8 °C) e em estufa (40°) ao longo do estudo de estabilidade.

Temp. Ambiente | Refrigeracdo | Temp. de Estufa
Teor DPR Teor DPR Teor DPR
Dia | (%) (%) (%) (%) (%) (%)
0 102,6 1,9 102,6 1,9 102,6 19
Formulacdo 6 | 7 97,4 3,8 93,5 0,8 91,7 3,7
14 94,1 2,8 90,1 3,1 911 1,7
0 103,3 59 103,3 5,9 103,3 59
Formulagdo 7 | 7 103,6 2,1 101,3 1,0 94,5 4,8
14 99,9 6,0 97,7 8,4 96,8 54
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Figura 7 - Representacdo grafica dos teores obtidos no estudo de estabilidade para as Formulacdes 6
(a) e 7 (b). Em preto, frascos armazenados em temperatura ambiente. Em azul, frascos armazenados
sob refrigeracado (2 - 8 °C). Em vermelho, frascos armazenados em estufa (40 °C)
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4.3.2. Analise de pH

O pH das formulagfes também foi avaliado juntamente com o teor. A Tabela 7
demonstra os valores do pH ao longo do tempo. Apesar de ambas as formulagcdes
possuirem diferencas em suas composicfes e terem sido submetidas a trés
temperaturas de armazenamento, os valores de pH registrados variaram pouco em
todas as amostras, mantendo-se estaveis ao longo do estudo. As duas formulac¢des
apresentaram o mesmo perfil em todos os casos, com uma pequena queda de pH ao

7° dia, voltando a valores proximos aos originais no 14° dia.
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Tabela 7 - Valores obtidos para as andlises de pH das Formulacdes 6 e 7 armazenadas em temperatura
ambiente, sob refrigeracéo (2 - 8 °C) e em estufa (40 °C) durante o estudo de estabilidade.

pH
Temp. . - Temp. de

Dia Ambie?lte Refrigeracao EStFl)Jfa
0 5,42 5,47 5,45
Formulacéo 6 7 4,55 4,57 4,34
14 5,42 5,70 5,30
0 5,45 5,47 5,42
Formulacéo 7 7 4,58 4,54 4,28
14 5,66 5,84 5,42

4.3.3. Analise Macroscopica

Durante o tempo de estudo, a Formulacdo 6 n&o apresentou nenhuma
mudanca nas suas propriedades organolépticas no que diz respeito a aspecto, cor e
odor. Suas caracteristicas tomadas no inicio do estudo de coloragdo branca
levemente amarelada, odor caracteristico e auséncia de grumos se mantiveram as
mesmas ao final dos 14 dias. Ja a Formulagédo 7 possuia as mesmas caracteristicas
iniciais, mas apresentou um leve escurecimento em sua coloracdo e separacéo de
fases em todas as condi¢cdes de armazenamento com 14 dias de estabilidade. O
aspecto das formulac¢des ao longo do estudo pode ser visualizado nas Figuras 8 e 9,
e a separacado de fases na Figura 10. Como a unica diferenca entre as formulacées
foi a proporcdo de CMC, acredita-se que a quantidade utilizada na Formulagcédo 7
(10%) tenha sido insuficiente para manter o fluconazol em suspenséo, ocasionando

na separacao de fases, tendo em vista a baixa solubilidade do farmaco em agua.
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Figura 8 - Aspecto macroscOpico da Formulacdo 6 armazenada nas diferentes condicdes de
temperatura apés cada tempo de analise.
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Figura 9 - Aspecto macroscOpico da Formulacdo 7 armazenada nas diferentes condi¢cdes de
temperatura apés cada tempo de analise.
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Figura 10 - A direita, separacéo de fases observada apos 14 dias de estabilidade na Formulagdo 7. A
esquerda, Formulacdo 6 com o mesmo tempo de estabilidade para fins comparativos.
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4.3.4. Ensaio Microbioldgico

Os resultados reportados nos laudos da empresa GRAM - Laboratério de
Andlises Microbiologicas Ltda para os ensaios microbiolégicos estdo dispostos da
Tabela 7. Uma primeira analise foi encaminhada ao laboratorio assim que a
manipulacdo das formulacdes foi realizada na Farmécia Semi-Industrial para garantir
gue as condi¢cdes de producado foram adequadas em termos microbioldgicos. Verifica-
se que a manipulacédo se deu em 6timas condicfes de higiene e sanitizacdo devido a
auséncia de patodgenos utilizados no controle e de baixas contagens de bactérias
aerobicas, bolores e leveduras totais.

A avaliacdo de estabilidade microbiolégica também € usada para determinar
um intervalo seguro de utilizagdo de algum produto, demonstrando as condi¢cfes de
armazenamento e a capacidade do produto em evitar efeitos nocivos resultantes de
contaminac¢do microbiana (GOBETTI, 2017). Ambas formulacées possuem xarope
simples em sua composicdo, que por si s ja garante uma estabilidade microbiol6gica
por gerar um meio extremamente saturado e com baixa disponibilidade de agua livre,
que inibe a proliferacdo microbiana. Além disso, o xarope simples utilizado pela
Farmacia Semi-Industrial possui uma pequena quantidade de metilparabeno (0,2%).
Percebe-se que as duas formulacdes foram capazes de se manter com um minimo
de proliferacdo microbiana apés 21 dias de suas produgcbes. Houve apenas um
pequeno aumento na contagem total de bolores e leveduras na Formulacao 7 quando
armazenada em estufa, mas ainda assim ficando abaixo da especificacao exigida e,

portanto, adequada para uso em termos microbiologicos.
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Tabela 8 - Determinagéo de bactérias aerobicas, bolores, leveduras e micro-organismos patégenos nas Formulagdes 6 e 7 no momento do preparo e ao final
de 21 dias de armazenamento sob diferentes condicGes de temperatura.

Formulacéo 6

Formulagéo 7
0 dia 21 dias 0 dia 21 dias

Determinacgéo Temp. Ambiente  Refrigeracao Estufa Temp. Ambiente  Refrigeracao Estufa Especificagcédo

P. aeruginosa Auséncia/mL Auséncia/mL

S. aureus Auséncia/mL Auséncia/mL

E coli Auséncia/mL Auséncia/mL
Salmonella sp. Auséncia/10mL Auséncia/10mL
Sontagem total de < 10 UFC/mL 200 UFC/mL

b%?c’)‘rt:é’gr?eggh?aes < 10 UFC/mL 10 UFC/mL | 20 UFC/mL
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5. Conclusao

Com o presente estudo, foi possivel desenvolver e caracterizar uma formulacéo
liguida para uso oral contendo fluconazol prépria para uso hospitalar. Péde-se
demonstrar também a adequabilidade do método analitico compendial para andlise

guantitativa da formulacéo desenvolvida.

Os resultados da Formulacao 7 durante o estudo de estabilidade demonstram
que sua utilizagdo na rotina do Hospital de Clinicas ndo € recomendavel. A quantidade
de CMC utilizada mostrou-se insuficiente para manter as particulas dispersas por mais
de uma semana, o que resultaria em um espaco de tempo para uso menor em relacao
a derivacdo de capsulas de fluconazol utilizada até entdo. Em contrapartida, o
conjunto de resultados relacionados a Formulacdo 6 sugere sua incorporacao no
portfélio de produtos da Farmacia Semi-Industrial, com um prazo de validade

recomendado de 14 dias armazenada em temperatura ambiente.

O desenvolvimento deste trabalho representa um aporte significativo de
informacdes e tomada de decisdes ao setor de producdo semi-industrial do hospital,
que podera produzir uma suspensao de uso oral contendo fluconazol a partir do
insumo farmacéutico ativo, dispensando o uso de capsulas para realizar derivacédo
farmacéutica. Além disso, a demonstracdo de estabilidade da Formulacdo 6 em
temperatura ambiente livra o hospital de armazenamento refrigerado, que possui

limitacdes na disponibilidade de espaco fisico.
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