UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
ATIVIDADE DE ENSINO: TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO DE
FARMACIA

Lionel Salem Aza-Gnandji

Desenvolvimento e validacao de método analitico para determinacéo de

ciprofloxacino em pomada oftalmica

Porto Alegre, dezembro de 2019.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA
ATIVIDADE DE ENSINO: TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO DE
FARMACIA

Lionel Salem Aza-Gnandji

Desenvolvimento e validacdo de método analitico para determinacao de

ciprofloxacino em pomada oftalmica

Trabalho de Conclusdo de  Curso
apresentado como requisito parcial a
obtencéo do titulo de bacharel em Farmacia
da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

Orientadora: Prof2 Drad.  Elfrides Eva

Scherman Schapoval

Coorientadora: Msc. Livia Maronesi Bueno

Porto Alegre, dezembro de 2019.



Lionel Sal

em Aza-Gnandiji

Desenvolvimento e validacdo de método analitico para determinacao de

ciprofloxacino em pomada oftalmica

Aprovado em: Porto Alegre, dezembro

BANCA EXAMINADORA:
Prof Dr. Tercio Paschke Oppe / UFRGS

Trabalho de Conclusdo de  Curso
apresentado como requisito parcial a
obtencdo do titulo de bacharel em Farmacia
da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul.

Orientadora: Prof2 Dra.  Elfrides Eva

Scherman Schapoval

Coorientadora: Msc. Livia Maronesi Bueno

de 2019.

Msc. Fabio de Souza Barbosa / UFRGS




AGRADECIMENTOS

A todos os professores e integrantes do Laboratorio de Controle de Qualidade
Farmacéutico pelo auxilio, troca de experiéncias e motivacao, ndo somente ao longo
deste trabalho, mas também durante os anos de inicia¢édo cientifica. Em especial, a
professora orientadora, Dr2 Elfrides Schapoval, por servir como exemplo de
profissional, pelo incentivo, confianca, tranquilidade e suporte fornecidos. A co-
orientadora, Livia Bueno, por aceitar esse desafio, pelo apoio, parceria, paciéncia e
disponibilidade proporcionada.

A todos os professores, 0s quais eu levo de exemplo, pelos ensinamentos,
ajuda, por dividir experiéncias e pela capacidade de aumentar a paixao e o orgulho
por ter escolhido esta profissao.

Aos amigos que dividiram a vida académica comigo, conseguindo tornar essa
trajetéria menos complicada e mais agradavel. Aos amigos que, de longe ou perto, se
fizeram sempre presentes durante esses anos, torcendo por mim, servindo de
conforto, e sempre prontos para dividir momentos e risadas.

A minha familia, por serem minha base, respeitarem minhas escolhas,
entenderem minhas auséncias, pelo apoio e amor incondicional. Aos meus pais, pelo
incentivo a educacédo, por nunca medirem esforcos, e pelo constante amparo.
Aos meus irmaos e irmas, pelo exemplo, parceria, e por sempre conseguirem tornar
todos os momentos mais leves.

A minha namorada Karolline, por todo incentivo, parceria e apoio durante a
elaboracdo do meu trabalho, com muito carinho e amor.

A todos vocés, o meu MUITO OBRIGADO!



RESUMO

O ciprofloxacino é um antimicrobiano da classe das fluoroquinolonas de
segunda geracdo, com um amplo espectro de atividade contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, disponivel no mercado brasileiro sob vérias formas
farmacéuticas. O controle de qualidade de medicamentos é essencial para assegurar
gue o produto esteja dentro dos padrdes de qualidade exigidos, através da execucéo
de métodos analiticos eficazes e validados. No entanto, nos dias atuais, o
ciprofloxacino em pomada oftalmica ainda ndo possui monografia na Farmacopeia
Brasileira. Sendo assim, este trabalho teve como objetivo desenvolver e validar um
método analitico para a quantificacdo do ciprofloxacino em pomada oftalmica por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados da linearidade foram tratados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) e foram lineares (r = 1,0) no
intervalo selecionado de 10-50 pg/mL, preciso com desvio padréo relativo da
repetibilidade intradia (0,70), preciséo intermediaria (1,38) e exata com a recuperacao
meédia (97,41%). Por meio deste estudo, foi possivel elaborar um método adequado,
simples e confidvel que pode ser utilizado para a analise de medicamentos no controle

de qualidade de rotina desse farmaco.

Palavras-chave: Ciprofloxacino. Validacdo analitica. Controle de qualidade. CLAE.

Pomada oftalmica.
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1 INTRODUCAO

O ciprofloxacino &cido, 1-ciclopropil-6-flior-4-oxo-7- (piperazin-I-il) -1,4
dihidroquinoleina-3-carboxilico, ilustrado abaixo na Figura 1, € um agente
antimicrobiano da classe das fluoroquinolonas de segunda geragdo com amplo
espectro de atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo
Pseudomonas aeruginosa (CAMPOLI RICHARDS et al., 1998). Acredita-se que o
mecanismo de acao das quinolonas antibacterianas, como o ciprofloxacino, envolve a
inibicdo da topoisomerase Il bacteriana (DNA-girase) e topoisomerase IV, enzimas
essenciais no processo de replicacao, transcricao, recombinacao e reparacao do DNA
bacteriano, atuando através de acéo bactericida (ANDRIOLE, V. T., 2005).

T

HO

Figura 1. Estrutura quimica do ciprofloxacino (DrugBank, 2019).

A pomada de ciprofloxacino oftdlmica é indicada para o tratamento de
conjuntivite bacteriana causada por cepas suscetiveis de microorganismos como

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, entre outros (FDA,2017).

O controle de qualidade de medicamentos é essencial para assegurar que 0
produto esteja dentro dos padrdes de qualidade exigidos, através da execucdo de

métodos analiticos eficazes e validados.



A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma técnica com vasta
aplicacdo na area quimica e farmacéutica. E um processo fisico utilizado na
separacao, identificacdo e quantificacdo de cada constituinte de uma mistura, cujo
fundamento depende da interacdo entre a fase estacionaria, o analito e a fase movel.
E um método que oferece grandes beneficios em termos de conveniéncia, precisao,
velocidade e capacidade de realizar separacoes dificeis (LANCAS, 2009; NOGUEIRA
etal., 2011).

A literatura relata diversos métodos analiticos para a determinacéo do cloridrato
de ciprofloxacino com base nas técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HUSAIN et al.,1995; LAC; ZOTOU et al.,2002; KASSAB et al.,2005). A CLAE é
descrita como o método oficial de analise do ciprofloxacino em Farmacopeias.
Entretanto, os estudos de desenvolvimento de métodos analiticos para avaliagdo do
ciprofloxacino em pomada oftalmica ainda séo escassos frente a sua importancia para
o controle de qualidade de medicamentos. Diante disso, o presente trabalho tem como
objetivo desenvolver e validar método analitico para a quantificacdo do ciprofloxacino
em pomada oftalmica por cromatografia liquida de alta eficiéncia e compara-lo ao

método descrito na farmacopéia americana (USP, 2019).



2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um método analitico para determinacéo de ciprofloxacino

em pomada oftélmica.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

a) Determinacao do teor do ciprofloxacino em pomada oftalmica em estudo;
b) Desenvolvimento de um método simples e exequivel; e

c) Validacao do método, conforme os guias oficiais.
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3 MATERIAIS

3.1 SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA (SQR) E PRODUTO
FARMACEUTICO

A substancia quimica de referéncia (SQR) de cloridrato de ciprofloxacino (pureza
de 87.33%) foi adquirida junto a Farmacopeia Brasileira.

O medicamento Maxiflox® foi adquirido no comércio local no formato de pomada
oftalmica estéril contendo 3,5 mg g+de cloridrato de ciprofloxacino.

Todos os reagentes usados foram de grau analitico. Foi utilizada dgua ultrapura
(Milli-Q® apparatus, Millipore, USA) para preparagéo das solucoes.

3.2 SOLUCOES: AMOSTRA, PADRAO E PLACEBO

a. A amostra utilizada no desenvolvimento e validacdo do método foi preparada,
pesando com exatidao o equivalente a 250 mg de cloridrato de ciprofloxacino
pomada oftalmica (0,750 mg de ciprofloxacino) em um tubo de ensaio com
tampa. A extracdo do ciprofloxacino da sua forma farmacéutica foi realizada
pela adicdo de 15 mL de hexano, agitando vigorosamente até a dispersao total
da pomada. Colocou-se a amostra em banho-maria a 60,0 + 1,0 °C, com a
tampa ligeiramente desenroscada, durante 30 minutos com agitacao frequente.
Apds decorrido o tempo, retirou-se do banho, apertou-se a tampa e agitou-se
por 2 minutos no vortex enquanto ainda quente. Logo depois adicionou-se
12,5 mL de acido clorhidrico 0,1 M e agitou-se vigorosamente por 2 min. A
amostra foi mantida em repouso até separacdo de fases e logo apods,
desprezou-se a camada orgéanica. A partir da camada aguosa denominada
solucdo amostra (60 ug/mL) foi transferida aliquota de 2,5 mL para um baldo
volumétrico de 5 mL completando o volume com uma solucdo de acido
cloridrico 0,1 M, obtendo-se a concentracdo final de 30 ug/mL de

ciprofloxacino.
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b. Para o preparo da solu¢cdo SQR, pesou-se, com exatidéo, o equivalente a 5,60
mg da SQR de cloridrato de ciprofloxacino (5,0 mg de ciprofloxacino),
transferiu-se para baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com
solucéo de acido cloridrico 0,1 M. A partir dessa solucdo padrédo estoque (100
ug/mL) foi transferida aliquota de 1,5 mL para um baldo volumétrico de 5 mL,
completando o volume com solugdo de &cido cloridrico 0,1 M, obtendo-se a

concentracéo final de 30 ug/mL de ciprofloxacino.

c. A solugéo placebo foi preparada pela pesagem dos excipientes contidos na
pomada de Maxiflox®, nas quantidades indicadas pelo Handbook of
Pharmaceutical Excipients (ROWE; SHESKEY, 2006), seguida do mesmo

procedimento realizado no preparo na solucdo amostra descrito no item 3.2.a.

Vaselinebranca .......ccccceoevenen. 20%
Oleo mineral ......ccevevvveveenn.. 31,5%
Cera microcristalina .................... 8%

3.3 DESENVOLVIMENTO E VALIDAQAO DE METODO ANALITICO
3.3.1 Desenvolvimento de método analitico por CLAE

A composicdo da fase movel testada foi uma mistura de acido fosforico
0,025 M com pH previamente ajustado com trietilamina para 3,0 e acetonitrila nas
proporcdes 85: 15 como descrito na Farmacopéia Brasileira para doseamento de
comprimidos de cloridrato de ciprofloxacino. A coluna testada foi a C18 de marca e
tamanho: Thermo hypersil Gold (4 x 250 mm, 5 um). Com base na analise do
cromatograma ilustrada na Figura 2, obtido nessas condicbes que consta na
Tabela 1, o método foi considerado definido, podendo ser iniciada a validacao analitica

do mesmo.
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Figura 2. Cromatograma representativo da inje¢do de ciprofloxacino SQR 30 pg/mL. Condicdes
cromatogréficas: fase mével H3PO4: ACN (85:15, v/v), vazdo 1,5 mL/min, volume de injegdo de 20 L.
Coluna: hypersil gold (4 x 250 mm, 5 um), 30 °C.

Adequabilidade do sistema cromatografica

Tempo de retencdo K' Area Pratos
4,388 1,63 2514 10846

Tabela 1. Condi¢cbes cromatogréficas definidas para o método de quantificacdo de ciprofloxacino em

pomada
Parametro Descricao
Equipamento CLAE Agilent, LC 1200
Fase movel HsPOa: acetonitrila (85:15, v/v)
Vazao da fase movel 1,5 ml/min
Deteccéo Detector DAD 278 nm
Coluna cromatogréfica Hypersil Gold (4 x 250 mm, 5 um)
Temperatura da coluna 30°C
Volume de injegéo 20 pL

Diluente Acido cloridrico 0,1 M
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3.3.2 Validagao do método analitico por CLAE

A validacdo do método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi efetuada
conforme previsto na legislacdo vigente através da avaliacdo dos seguintes
parametros analiticos: especificidade, limites de deteccao e quantificacao, linearidade,
precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo e robustez (BRASIL,
2017).

3.3.2.1 Teste de especificidade/seletividade

A especificidade do método foi avaliada pela injecdo da solugcédo placebo
contendo os excipientes presentes na formulagdo e extraidos conforme descrito no
item 3.2, alinea “c”, ja o cromatograma foi comparado com o cromatograma da solucao
amostra de ciprofloxacino.

Além disso, estudos de degradacédo forcada de amostra de ciprofloxacino
foram conduzidos para verificar a possivel interferéncia dos produtos de degradacédo
na quantificacdo da substancia ativa.

A solucdo amostra foi preparada conforme descrito no item 3.2, alinea “a” e
submetida as seguintes condicdes de degradacao: para degradacédo acida, alcalina e
oxidativa, aliquotas de 2,5 mL da solucdo estoque foram transferidas para balbes
volumétricos de 5 mL, adicionados 2,5 mL de HCI 1 M ou NaOH 1M ou H202 3%.
Para avaliagcdo da degradacédo fotolitica, cubeta de quartzo de um centimetro de
didmetro contendo aliguota da mesma solucao estoque foi colocada em uma camara
de UV-C (100 x 18 x 17 cm), espelhada internamente e com lampadas fluorescentes
UV-C emitindo radiacéo a 254 nm. Apds duas horas, uma aliquota de cada solucao,
em todas as condicdes de estresse, foi diluida e injetada no sistema cromatografico

na concentracdo de 30 ug/mL.

3.3.2.2 Limites de deteccao e quantificacéo

Os limites de deteccao e quantificacdo do ciprofloxacino foram estabelecidos
com base nos dados de desvio padrao do intercepto (s) e inclinacdo média (1), obtidos

a partir das trés curvas padréo, conforme as equacdes abaixo (BRASIL, 2017).
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Célculo do Limite de Deteccéao:

LD=(3,3.9)/1

Calculo do Limite de Quantificagéo:

LD = (10.s) /|

3.3.2.3 Linearidade

A linearidade foi avaliada a partir da construcéo de trés curvas padrao, obtidas
a partir da solucdo estoque de SQR, em 5 niveis diferentes de concentracdo, em
intervalo compreendido entre 10,0 a 50,0 ug/mL, conforme demonstrado na Tabela 2.

Tabela 2. Dilui¢cdes de ciprofloxacino SQR para construcdo da curva padrao

Volume de solucao

estoque (100 pg/mL) Volume final Concentragéo
1,0 mL 10,0 mL 10,0 pg/mL
2,0 mL 10,0 mL 20,0 pg/mL
3,0 mL 10,0 mL 30,0 pg/mL
4,0 mL 10,0 mL 40,0 pg/mL
5,0 mL 10,0 mL 50,0 pg/mL

3.3.2.4 Preciséao (repetibilidade e precisdo intermediaria)

A precisdo do meétodo foi estabelecida pelos estudos da repetibilidade e

precisao intermediaria. Ambas foram determinadas pela analise dos desvios padrao
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relativos (DPR) entre as analises de um mesmo dia (repetibilidade) e também as
andlises dos dois dias, para a verificacdo da precisdo intermediaria. As seis solucdes
amostra de ciprofloxacino foram preparadas individualmente, de acordo com o

[{peel)

procedimento descrito no item 3.2, alinea “a”.

3.3.2.5 Exatidao

A andlise da exatiddo do método foi realizada através da adicdo de
concentracdo conhecida de ciprofloxacino SQR a solucdo amostra. A concentracao
da solugdo amostra foi mantida constante, sendo modificadas as concentracdes do
padrdo adicionado em trés niveis dentro da faixa de linearidade: concentracdo baixa
(R1), média (R2) e alta (R3) conforme ilustrado na Tabela 3. Também foram injetadas
a solucdo amostra e a solucdo padrao individualmente. Todas as amostras foram

preparadas em triplicata, e cada uma analisada trés vezes.

Tabela 3. Preparo das solugbes para avaliacdo da exatiddo pelo teste de recuperacao

Volume de Volume de
solucdo amostra solucédo de Concentracéo
de ciprofloxacino ciprofloxacino final (ug/mL)
60 pg/mL* (mL) SQR 100 pg/mL*
(mL)
Amostra 2,5mL - 30,0
R1 2,5 mL 0,25 mL 35,0
R2 2,5mL 0,50 mL 40,0
R3 2,5mL 0,75 mL 45,0
Padréao - 1,50 mL 30,0

* Aliquotas adicionadas em bal6es volumétricos de 5 mL.

3.3.2.6 Robustez

A robustez do método desenvolvido para a analise de ciprofloxacino foi
avaliada através da observacgéo do perfil cromatografico apds alteracdes em alguns

parametros do sistema cromatogréfico.
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Para cada modificacdo efetuada a amostra foi injetada trés vezes, e a média
dos resultados comparados com a condigdo normal. Na Tabela 4 estdo expostas as

alteracdes definidas para a verificacdo da robustez do método.

Tabela 4. Alteragbes nas condi¢cdes do método cromatografico para avaliagdo da robustez

Parametro Condicéao Alteracéo 1 Alteracéo 2
normal
Vazado da fase movel 1,5 mL/min 1,3 mL/min 1,7 mL/min
Proporcdes da fase mével 85:15 83:17 87:13

HsPO4: acetonitrila (v/v)

Temperatura da coluna 30°C 29°C 31°C
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de ciprofloxacino contido na amostra de ciprofloxano pomada oftalmica,
foi avaliada pela injecédo da solucédo amostra preparada conforme descrito no item 3.2,
alinea “a”. O resultado demonstrou que a solugdo amostra apresentou a formacéo de
pico cromatogréfico, e o tempo de retencao igual a 4,390 min préximo ao do farmaco

guando comparado com o padrao de ciprofloxacino como ilustrado na Figura 3.

400 —
350
200 —
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Ciprofloxacino
Ciprofloxacino

200~

150

50—E J b

o

Figura 3. Cromatogramas representativos da amostra (a) e padrao (b) de ciprofloxacino 30 ug/mL.

Condig6es cromatograficas: fase movel H3PO4: ACN (85:15, v/v), vazao 1,5 mL/min, volume de inje¢do
de 20 uL. Coluna: hypersil gold (4 x 250 mm, 5 um), 30 °C.

4.1 ESPECIFICIDADE/SELETIVIDADE

A fim de demonstrar a especificidade do método desenvolvido, uma solucao
placebo conforme ilustrado no item 3.2, alinea “c” foi utilizada para avaliar a possivel
interferéncia dos excipientes da formulacdo da pomada oftalmica de ciprofloxacino.

Os resultados demonstram que a solucéo placebo néo apresentou a formacgéao de pico
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cromatografico, especialmente, no tempo de retencéo proximo ao do farmaco quando
comparado com a amostra de ciprofloxacino como ilustrado na Figura 4.

A confirmacdo da seletividade de método deve ser feita pelo estudo de
degradacéo forcada sob diferentes condicdes, a fim de verificar se os produtos de
degradacéao formados interferem na quantificacdo da substancia de interesse.

Abaixo estéo representados os cromatogramas correspondentes aos estudos de

degradacéo forcada e o placebo do ciprofloxacino em pomada oftalmica (figura 4).

500 —|

iprofloxacino

300

Ciprofloxacing
Ciprofloxacino
Ciprofloxacino
Ciprofloxacino
EL
-

- e

100—: TL— ¢

Figura 4. Cromatogramas representativos do placebo, da amostra e dos estudos de degradacédo do
ciprofloxacino em pomada oftalmica 30 mg/mL, nas seguintes condi¢des: placebo (a); amostra ndo
degradada (b); degradacédo oxidativa (c); amostra em meio alcalina (d); amostra em meio &cido (e);

amotra em presenca de radiagdo UVC (f).

Como se pode observar nos cromatogramas acima, o farmaco mostrou-se
suscetivel as degradacdes em meio acido, alcalino, oxidativo e na presenca de
radiacdo UV-C, originando novas entidades quimicas apos duas horas de exposi¢ao.
No entanto, os produtos formados ndo interfiram na quantificacdo do ciprofloxacino,
comprovando que o método desenvolvido apresenta seletividade adequada. Os dados
de pureza de pico foram adquiridos pelo software do préprio equipamento e

confirmaram que ndo ha interferéncia ou coeluicdo com outras substancias.



19

A literatura relata também que o ciprofloxacino € suscetivel a degradacgéo fotolitica,
sofrendo reacdes de degradacéo de descarboxilacdo ou abertura do ciclopropano da
sua estrutura quimica, no entanto apresenta estabilidade térmica (NUDELMAN,
N.E.S., 1975).

4.2 LIMITES DE DETECCAO E QUANTIFICACAO

Os limites de deteccao e quantificagdo do método, obtidos através dos dados da
curva padrao, foram de 0,34 e 1,04 ug/mL, respectivamente. Tais valores representam
gue o método possui sensibilidade adequada para a determinacao e quantificacdo de

ciprofloxacino em pomada oftalmica.

4.3 LINEARIDADE

A avaliacao da linearidade foi realizada pela analise de regresséo linear, na
qual foi determinada a equacédo da reta pelo método dos minimos quadrados, com
analise de variancia para confirmar a linearidade do método. A Figura 5 mostra a
representacdo grafica da curva padrdo obtida através do método, bem como a

equacao da reta e o coeficiente de correlagéo (r).

Linearidade
5000 - y =84,447x - 9,5361
R=1
4000 -
3000 -
2000 -

1000 -

0,00 10,00 20,00 30,00 40,00 50,00 60,00

Figura 5. Representagdo grafica da curva padrdo de ciprofloxacino obtida pelo método de

cromatografia liquida de alta eficiéncia.
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A Figura 6 apresenta os resultados correspondentes a analise de regressao

linear (p < 0,05) dos dados determinados a partir da curva padrdo meédia do

ciprofloxacino.

Estatistica de regresséo

R multiplo 0,999985172
R-Quadrado 0999970345
R-quadrado ajustado 099996046
Erro padréo 8,396427812
Observaces 5
ANOVA
al SQ MQ F F de significacao

Regressdo 1 71318025 71318025 1011603191 6,85394E-08
Residuo 3 2115 70,5
Total 4 7132014

Coeficientes  Erro padrao Stat t valor-P 95% inferiores  95% superiores Inferior 95,0% Superior 95,0%
Intersecao -95 6806247762 -1,076779548 0359692462  -3752541071 1852541071 -37,52541071 1852541071
Varidvel X 1 64,45 0265518361 318,0571005 6,85394E-08 8360500207 8529499793 8360500207 8529499793

Figura 6. Estatistica de regresséo linear do ciprofloxacino

A Tabela 5 apresenta os dados para o calculo do residuo padronizado de

regressao linear, realizado sobre os resultados obtidos na linearidade.

Tabela 5. Residuos da regresséo linear obtidos a partir dos resultados da linearidade do ciprofloxacino

Residuos
Observacéo Y previsto Residuos padrdo
1 835 4  0,550091331
2 1679,5 -0,5 -0,068761416
3 2524 -2 -0,275045666
4 3368,5 -10,5  -1,443989745
5 4213 9 1,237705496

A Figura 7 representa os residuos obtidos a partir da curva de regressao linear

do ciprofloxacino.
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Figura 7. Representacao gréfica da distribuicao residual de regresséo linear do ciprofloxacino.

O estudo de regresséo linear pelo método dos minimos quadrados forneceu
uma equacao da reta 'y = 84,447x — 9,5361, com um coeficiente de correlacdo (r) de
1,0.

A analise do grafico dos residuos permite afirmar que ndo ha tendéncia nos
mesmos, sendo aleatoriamente distribuidos com auséncia de amostras atipicas, de
maneira que se pode afirmar haver homocedasticidade. Os residuos padronizados
também sdo adequados, uma vez que se encontram todos contidos no intervalo entre
-2e?2.

A ANOVA da regressao apresenta elevada significancia (F de significacdo =
6,85394E-08). Além disso, o intercepto, no intervalo de confianca contém o zero,

enguanto que o coeficiente angular é significativamente diferente de zero.

Deste modo, comprova-se que o método proposto possui relacdo linear entre a

area e a concentracdo do analito no intervalo avaliado.

4.4 PRECISAO

O estudo completo da precisdo do método foi conduzido por dois dias, sendo cada
dia avaliado individualmente para verificagdo da repetibilidade. Ao final das duas
analises as médias dos DPR foram relacionadas para compor o resultado da precisao

intermediaria.
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A Tabela 6 apresenta os valores experimentais obtidos na determinacao do

ciprofloxacino em pomada oftalmica nos dois diferentes dias.

Tabela 6. Resultados obtidos nos testes de repetibilidade e precisdo intermediaria

REPETIBILIDADE E PRECISAO INTERMEDIARIA

DIA1(pg/mL)  DIA 2 (ug/mL) INTERDIAS
AMOSTRA 1 104,45 101,27
AMOSTRA 2 103,21 101,42
AMOSTRA 3 103,92 102,96
AMOSTRA 4 104,25 101,27
AMOSTRA 5 104,54 100,84
AMOSTRA 6 104,47 102,98
MEDIA 104,14 101,79 102,96
DPR % 0,49 0,92 1,38

Os baixos valores de DPR obtidos na avaliacdo da precisao intra e inter dias
demonstram que nao houve variacdo significativa entre as analises realizadas em um
mesmo dia, bem como entre os dois dias, indicando que o método é preciso em seus

resultados.

4.5 EXATIDAO

Os resultados encontrados no teste de recuperacgéo estao apresentados na
Tabela 7.
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Tabela 7. Percentuais de recuperacao da amostra em trés niveis de concentracao

TESTE DE RECUPERACAO
CONCENTRAGAO

CONCENTRACAO ~ RECUPERACAO
TEORICA(ugme) EXPERIMENTAL RECUPERACAO (%) \\amr DRE (%)
(ng/mL)
35,0 35,01 98,24
R1 35,0 35,01 99,29 97,6811,98
35,0 35,01 95,52
40,0 40,01 97,20
R2 40,0 40,01 95,90 96,90 10,92
40,0 40,01 97,61
45,0 45,01 96,90
R3 45,0 45,01 96,78 97,63 11,40
45,0 45,01 99,21

Os valores encontrados no teste de recuperacao do ciprofloxacino encontram-se
dentro dos limites considerados adequados para comprovacao da exatiddo do método
analitico, bem como os valores dos DPR em cada nivel de concentracdo avaliado. A
recuperacdo media foi de 97,41%, considerada satisfatoria e demonstra que o método

proposto € exato.

4.6 ROBUSTEZ

A Tabela 8 traz os resultados avaliados no teste de robustez do método frente as
modificacdes propostas. Nas condicbes normais (vazdo 1,5 mL/min, fase movel
H3sPOa4: ACN 85: 15 v/v, Temperatura 30°C) o tempo de retencéo ¢é igual a 4,390 min
e o teor 99,29%.
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Tabela 8. Resultados obtidos na avaliacdo da robustez do método

~ Tempo de
0,

Alteracdo Teor (%) retenco (min)
Vaz&o 1,3 mL/min 99,21 4,9
Vazéao 1,7 mL/min 99,22 3,77
Fase moével HsPOu: 99,17 3,3

ACN (83:17 vlv)
Fase moével H3PO4: 99,05 5,88

ACN (87:13 viv)
Temperatura 29°C 98,92 4,32
99,78 4,17

Temperatura 31°C

A avaliacdo da robustez do método cromatografico indicou que este resiste a
pequenas modificacbes nas condi¢cdes cromatograficas propostas, visto que nao

houve prejuizo na quantificagdo do farmaco.
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5 CONCLUSAO

Apbs a finalizacao dos ensaios e interpretacao dos resultados de cada parametro
avaliado, é possivel afirmar que o método desenvolvido para a determinacédo do
ciprofloxacino em pomada oftalmica atendeu aos requisitos necessarios para garantir
0 seu uso de forma confiavel. Logo, pode-se afirmar que o método desenvolvido por
cromatografia liquida de alta eficiéncia esta validado, conforme preconizado pelos
guias oficiais. O método desenvolvido mostrou-se mais simples do que o método
descrito na Farmacopeia Americana, principalmente quando se comparam oS
componentes das fases moveis, constituindo-se em coloboracdo positiva para
controle de qualidade do produto analisado, bem como colaborar na elaboracao de

monagrafia da Farmacopeia Brasileira referente a pomada oftalmica de ciprofloxacino.
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