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RESUMO

A analise de farmacos é fundamental nas diversas fases do desenvolvimento
farmacéutico, tais como em estudos de formulagédo, estabilidade e controle de
qualidade do produto. O mesilato de gemifloxacino (MGF), liberado para uso clinico
no Brasil em novembro de 2006 com o nome comercial de Factive®, é uma
fluorquinolona indicada para o tratamento da exacerbacdo aguda da bronquite
cronica e da pneumonia adquirida da comunidade. A literatura pesquisada apresenta
poucos relatos de determinacdo quantitativa e de estudos de estabilidade do
farmaco em comprimidos revestidos. Anteriormente aos estudos, foi realizada a
caracterizacdo da substancia quimica de referéncia (SQR) de MGF por
espectrofotometria no infravermelho (E V), ressondncia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN 'H) e carbono (RMN '3C), anélise térmica por calorimetria
exploratéria de varredura (DSC) e determinacdo da faixa de fusdo. Métodos
analiticos para determinacdo qualitativa e quantitativa foram desenvolvidos e
validados por espectrofotometria na regiao do ultravioleta (E UV) e visivel (E VIS),
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), eletroforese capilar (EC) e ensaio
microbioldgico pelo método de cilindros em placas. A validagdo de um método de
dissolucao baseado em dados in vivo do farmaco também foi realizada. A elucidagao
do produto de degradacgéo isolado em condi¢des alcalinas foi realizada por E 1V,
RMN de 'H, *C e correlagdo (COSY, HSQC e HMBC), espectrometria de massas
(EM) e emissao atbmica. Estudos de citotoxicidade, fototoxicidade, genotoxicidade e
fotogenotoxicidade foram empregados para conhecimento da toxicidade dos
produtos analisados.

Palavras-chave: cromatografia liquida de alta eficiéncia, eletroforese capilar,
isolamento e elucidacao de produtos de degradagédo, mesilato de gemifloxacino,
estudos de seguranca bioldgica.






ABSTRACT

The drug analysis is essential in all areas of the pharmaceutical development, such
as during formulation studies, stability and quality control of the product.
Gemifloxacin mesylate (GFM), approved for clinical use in Brazil in November of
2007 with the commercial name of Factive®, is a fluoroquinolone prescribed for the
treatment of acute exacerbations of chronic bronchitis and community-acquired
pneumonia. The research literature shows a few studies of quantitative determination
and stabilities studies of the drug in coated tablets. Previously, it was performed the
characterization of the reference chemical substance of GFM by infrared
spectrometry (IR), nuclear magnetic resonance of 'H (‘H NMR) and "*C (**C NMR),
thermal analysis by differential scanning calorimetry (DSC) and determination of the
melting range. Analytical methods for qualitative and quantitative determination were
developed and validated by ultraviolet (UV) and visible (Vis) spectrophotometry, high-
performance liquid chromatography (HPLC), capillary electrophoresis (CE) and
microbiological assay applying the cylinder—plate method. The validation of the
dissolution method based on in vivo data of the GFM was also performed. The
elucidation of the isolate degradation product in alkaline conditions was performed by
IR, 'H, "3C and correlation (COSY, HSQC and HMBC) NMR, and mass spectrometry
(MS). Cytotoxicity, phototoxicity, genotoxicity and photogenotoxicity studies were
carried out for the toxicity knowledge of the analyzed products.

Keywords: high performance liquid chromatography, capillary electrophoresis,
isolation and elucidation of degradation products, gemifloxacin mesylate, biological
safety studies.
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1. INTRODUCAO







INTRODUGAO

Ap6s a descoberta do &cido nalidixico, o precursor dos antibacterianos
quinolénicos, mais de 7000 novos analogos foram documentados na literatura (LI et
al., 2007). Com a sintese das fluorquinolonas (FQ) nos anos 70 e 80 e a ampliacao
do espectro de acdo, as quinolonas passaram de uma classe de quimioterapicos
antibacterianos de uso relativamente pequeno e sem importancia para uma das
classes mais utilizadas clinicamente (PICO e ANDREU, 2007).

As fluorquinolonas apresentam alta atividade contra bacilos Gram-negativos,
porém questionavel atividade contra importantes micro-organismos Gram-positivos
(ZHANEL e NOREDDIN, 2001). Diante disso, novos farmacos foram sintetizados
com o interesse em melhorar a atividade da classe, dentre eles, o mesilato de
gemifloxacino (MGF), uma naftiridina que apresenta poténcia contra bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas e anaerobias (HONG et al., 1997).

Nos Estados Unidos, o medicamento esta liberado para as indicacoes de
exacerbacdo aguda da bronquite crbnica e pneumonia adquirida da comunidade
(FDA, 2008) desde abril de 2003. Nesse pais, as infec¢cdes do tratamento
respiratério sdo a principal causa de morte em casos de doencas infecciosas. A
pneumonia € a sexta maior causa de morte, com aproximadamente 2 a 3 milhdes de
casos de pneumonia adquirida da comunidade anualmente e 45000 o&bitos. A
exacerbacdo aguda da bronquite crénica atinge 13 milhdes de pessoas e
mortalidade superior a 30% em pacientes hospitalizados (GROSSMAN et al., 2005).

No Brasil, o produto comercializado na forma de comprimidos revestidos de
320 mg de gemifloxacino, foi liberado pela ANVISA, em novembro de 2006, com o
nome comercial de Factive®. A responsabilidade de produgdo e comercializagdo no
pais pertence ao Aché Laborat6rios Farmacéuticos S. A.

A andlise de farmacos é fundamental nas diversas fases de desenvolvimento
farmacéutico, tais como estudos de formulacdo, estabilidade e controle de
qualidade. A falta de métodos confiaveis para avaliacdo da qualidade dos produtos
farmacéuticos limita a eficiéncia dos programas de validagdo e da vigilancia desses
produtos (SWARTZ e KRULL, 1998). Diante disso, somente a validagao de métodos
analiticos, utilizados para avaliar a qualidade dos farmacos, garante que os mesmos
atendam as exigéncias das aplicacées analiticas e assegure a confiabilidade dos
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resultados (BRASIL, 2003; ICH 2005a; USP 34, 2011). Atualmente, é de suma
importancia o conhecimento dos fatores inerentes a estabilidade dos farmacos. O
conhecimento das rotas, o isolamento e a identificagdo dos produtos de degradacéao
pode garantir a administracao terapéutica do medicamento de uma maneira segura

e eficaz, evitando efeitos adversos e a perda da atividade.

A literatura pesquisada apresenta poucos trabalhos publicados de
determinacao quantitativa, estudo de estabilidade e teste de dissolucao (ELBASHIR
et al., 2008; KRISHNA e SANKAR, 2008a; KRISHNA e SANKAR, 2008b; FDA 2010;
GANDHIMATHI et al., 2010; RANJANE et al., 2010; TAVARES et al,, 2011). Com
base no exposto, a validagcdo de métodos analiticos para realizacao do controle de
qualidade do farmaco em comprimidos revestidos, possibilitando a analise qualitativa
e quantitativa, o teste de dissolucédo, o estudo de estabilidade, o isolamento e a
elucidacao estrutural do produto de degradacédo majoritario formado e estudos de

seguranca biolégicas dos produtos justificam a realizacao deste trabalho.

Desta forma, objetiva-se colaborar com o controle de qualidade do MGF na
forma farmacéutica de comprimidos revestidos, de modo a garantir seguranca e

eficacia aos pacientes usuarios deste medicamento.
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2.1

2.1.1.

Objetivo geral

Desenvolver metodologia analitica para a determinagdo qualitativa e
quantitativa do MGF em comprimidos revestidos, bem como teste de
dissolucéo, estudo de estabilidade, isolamento e elucidagdo do(s) produto(s)
de degradacao majoritario(s) formado(s) e estudos de seguranca bioldgica.

Objetivos especificos

Caracterizar a substancia quimica de referéncia (SQR) de MGF por
espectrofotometria na regido do infravermelho (E V), ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono (RMN '3C), anélise térmica por
calorimetria exploratéria de varredura (DSC) e determinacdo da faixa de
fuséo;

Identificar o farmaco MGF nos comprimidos revestidos por cromatografia em
camada delgada (CCD), espectrofotometria na regido do ultravioleta (E UV) e
visivel (E VIS), cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese
capilar (EC);

Desenvolver e validar métodos para quantificacdo do MGF nos comprimidos
revestidos por E UV, E VIS, CLAE, EC e ensaio microbiolégico;

Realizar anélise estatistica comparativa entre os métodos propostos;
Desenvolver e validar teste de dissolugdo com base em dados in vivo para
comprimidos revestidos de MGF;

Realizar estudo da estabilidade térmica, quimica e fotoquimica da SQR e dos
comprimidos de MGF;

Isolar e elucidar estruturalmente o(s) produto(s) de degradacao majoritario(s)
do MGF, por meio de espectrometria de massas (EM), RMN de 'H, '*C e
correlacado (COSY, HSQC e HMBC) e E 1V;

Realizar estudos de citotoxicidade, fototoxicidade, genotoxicidade e
fotogenotoxicidade do farmaco MGF, uma impureza de sintese e um produto

de degradacao isolado.
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3.1. Histérico das quinolonas

As quinolonas constituem na atualidade, juntamente com os beta-lactamicos,
os farmacos antimicrobianos de maior utilizacdo. A classe de farmacos é classificada
em geracOes de acordo com o espectro de acao e propriedades farmacocinéticas.
As quinolonas de primeira geracdo apresentam um espectro de acgdo limitado a
bacilos Gram-negativos e, com isso, sdo utilizadas apenas para infec¢des do trato
urinario. A introducdo de um atomo de fllor na posicdo 6 permitiu a sintese das
fluorquinolonas, melhorando atividade farmacocinética e a atividade contra bacilos
Gram-negativos, porém com pouca atividade contra Gram-positivos e anaerobios,
como por exemplo, o farmaco norfloxacino. Quinolonas de terceira geragdo, como o
ciprofloxacino e o levofloxacino, apresentam melhor atividade contra Gram-positivos
(CALVO e MARTINEZ, 2009).

A introducdo do grupamento pirrolidina nas quinolonas proporcionou o
surgimento da quarta geracao. Os farmacos apresentam uma melhora significativa
na atividade contra micro-organismos Gram-positivos, incluindo Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina, em comparagdo com substituinte piperazina. Como
exemplo dessa nova geracdao, o MGF apresenta no anel pirrolidina substituintes
aminometila e metoxiimino (HONG et al., 1997).

O farmaco gemifloxacino foi sintetizado pelo Instituto de Pesquisa Biotech da
Coreia do Sul a partir da molécula do analogo quinolénico tosufloxacino.
Posteriormente, foi licenciado para a SmithKline Beecham, a qual foi responsavel
pelos Ensaios Clinicos de Fases Il e Ill para colocacado do farmaco no mercado. A
ideia da sintese foi substituir o grupamento aminobiciclico da posicdo C7 do anel
naftiridina do farmaco tosufloxacino por um grupamento 3-aminopirrolidina e, com
isso, proporcionar a sintese de um novo farmaco com melhor atividade
antibacteriana e melhor perfil toxicologico. Além disso, a inser¢do do grupamento
metoxiimino no anel pirrolidina, grupamento funcional muito estavel, possibilitou ao
farmaco realizar pontes de hidrogénio com a enzima DNA girase (DANESHTALAB,
2006).
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3.2. Relacao estrutura—atividade das quinolonas

A utilizacdo de um grupamento ciclopropila substituindo o nitrogénio do anel
na posicao 1 (Figura 3.1) promove melhor atividade contra bactérias Gram-negativas
e tem sido extensivamente empregada. A utilizacdo de um anel ligando as posi¢des
1 e 8 foi inicialmente utilizada, porém, ndo apresentou bons resultados. No entanto,
no desenvolvimento do ofloxacino, levofloxacino e rufloxacino foi utilizado o mesmo
anel de ligagédo e a atividade melhorou. No decorrer do desenvolvimento e sintese
de novas quinolonas, nota-se que modificacdes sdo raramente realizadas nas
posicdes 2 (H), 3 (COOH) e 4 (oxigénio exociclico). As posicoes 3 e 4 sao
relacionadas com a ligacdo da molécula a enzima DNA girase bacteriana, devido a
isso, modificacdes nessa porcado da molécula ndao sao recomendadas. Bem como,
na posicao 2, onde a insercao de grupamentos quimicos, devido a proximidade das
posicdes 3 e 4, também nao é recomendada (APPELBAUM e HUNTER, 2000).

CH,SO3H
FIGURA 3.1. Estrutura quimica de MGF

Substituintes na posicdo 5 influenciam na atividade do farmaco contra
bactérias Gram-positivas, mesmo que essa atividade também seja marcadamente
influenciada por substituintes em outras posicées. No entanto, a presenca de
substituintes volumosos ira interferir espacialmente com os sitios de ligagdo do
farmaco nas posi¢des 3 e 4, prejudicando sua atividade (APPELBAUM e HUNTER,
2000).

A posicao 7 esta relacionada com alteracdes na poténcia dos farmacos. Anéis
contendo nitrogénio heterociclico apresentam melhor atividade e influenciam na
farmacocinética dos farmacos. Grupamentos 7-aminopirrolidina conferem melhor
atividade contra bactérias Gram-positivas em comparagdo com grupamentos 7-
piperazina. O farmaco MGF apresenta grupamentos 3-aminometila e 4-metoxiimino
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substituintes no anel pirrolidina, combinacdo de um anel de cinco membros com
cadeia lateral curta no grupo oxiimino, que confere alta atividade contra bactérias
Gram-positivas (APPELBAUM e HUNTER, 2000).

Derivados quinolénicos contendo cloro ou fllor na posicdo 8, embora
apresentem melhor atividade, estdo associados com casos de fototoxicidade
(APPELBAUM e HUNTER, 2000).

3.3. Indicacoes

O farmaco MGF é indicado em infec¢gdes do trato respiratério pela habilidade
de se concentrar em fluidos e tecidos desse sistema em concentragdes superiores
aos niveis séricos (ZHANEL e NOREDDIN, 2001). E utilizado em exacerbacio
aguda da bronquite crénica causada por Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Haemophilus parainfluenzae ou Moraxella catarrhalis e pneumonia
adquirida da comunidade causada por Streptococcus pneumoniae (incluindo cepas
resistentes), Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, —Mycoplasma
pneumoniae, Chlamydia pneumoniae ou Klebsiella pneumoniae (GROSSMAN et al.,
2005; FDA, 2008). Alem dessas indicacdes, estudos tém demonstrado a eficacia da
utilizacdo do farmaco no tratamento da sinusite bacteriana aguda. A posologia do
farmaco é de um comprimido ao dia, durante cinco ou sete dias, dependendo do
micro-organismo responsavel pela infeccao (ANON e TILLOTSON, 2008).

3.4. Atividade farmacoldgica

Estudo realizado por KAYS e colaboradores (2007) demonstrou 6tima
atividade do MGF em isolados de Streptococcus pneumoniae coletados em hospital
de Indianapolis (EUA), indicando resisténcia de apenas 1,4%. A concentragdo
inibitéria minima, determinada no mesmo estudo, para provocar a morte de 90%
(CIMgp) das bactérias foi de 0,03 ug/ml. Estudos de JONES (2002) apresentaram

resultados semelhantes com valores de CIMg na faixa de 0,03 png/ml a 0,06 pg/ml. O
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farmaco MGF apresentou poténcia 30 vezes superior ao ciprofloxacino e 8 vezes
superior ao moxifloxacino frente a este micro-organismo (LOWE e LAMB, 2000).

Em relacdo ao micro-organismo Haemophilus influenzae, os valores
encontrados de CIMgy para MGF estiveram na faixa de 0,004 ug/ml a 0,016 ug/ml,
inferiores a outras quinolonas testadas. Estudos comparativos in vitro demonstraram
excelente atividade de uma série de fluorquinolonas para Moraxella catarrhalis, nos
quais o farmaco MGF apresentou valores de CIMgy na faixa de 0,004 ug/ml a
0,015 pg/ml (JONES, 2002).

3.5. Farmacodinamica e farmacocinética

O MGF atua inibindo a sintese de DNA bacteriano, através da inibicdo das
enzimas DNA girase e topoisomerase IV (TOPO |V), as quais sdo essenciais nos
processos de replicacdo, transcricdo, recombinacéo e reparacdo do DNA bacteriano
(FDA, 2008).

A biodisponibilidade do farmaco ap6s administracdo oral em voluntarios
sadios é de aproximadamente 71% e é limitada mais significativamente pela
absorcado do que pelo metabolismo de primeira passagem. Apds administracao de
uma dose oral simples, as concentracdes séricas maximas sao geralmente
observadas entre 0,5 e 2 horas e o farmaco apresenta uma boa penetragdo nos
tecidos e fluidos pulmonares, confirmando suas indicacdes terapéuticas. Devido a
farmacocinética favoravel, o medicamento é administrado somente uma vez ao dia
(FDA, 2008).

A eficacia antibacteriana de um farmaco pode ser determinada em funcao da
concentracdo do mesmo no local da infeccdo em funcédo do tempo. De acordo com
isso, modelos que interpretem parametros farmacocinéticos e farmacodinamicos
promovem informacdes clinicas mais relevantes sobre a eficacia de determinado
farmaco (DALHOFF e SCHIMITZ, 2003).

A determinacado do parametro farmacocinético / farmacodinamico (PK/PD)
area sob a curva (ASC) / CIM para algumas quinolonas, utilizando isolados clinicos
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de Streptococcus pneumoniae, demonstrou que o farmaco MGF apresentou os
resultados mais significativos, demonstrando efeito bactericida e eficacia superiores
aos outros farmacos estudados (LI et al, 2007). Resultados semelhantes foram
publicados por SARAVOLTZ e colaboradores (2005), no qual o farmaco também

apresentou alta eficacia contra isolados clinicos da mesma bactéria.

Estudos de RAMJI e colaboradores (2001) para o farmaco MGF, sintetizado
como mistura racémica (R e S), demonstraram que ambos os isdmeros quirais
apresentaram perfis farmacocinéticos muito similares em ratos e cachorros utilizando
como método CLAE quiral acoplada a detector de massas. No entanto, estudos
descrevendo a atividade do farmaco nos isémeros quirais isolados nao foram

encontrados na literatura.

3.6. Reacoes adversas

Os principais efeitos adversos relacionados com o MGF sao: diarreia, rash,
nausea, dor de cabeca, dores estomacais, vOmitos e tonturas. Em relacdo ao
potencial de fototoxicidade, caracteristico de algumas quinolonas, essas reagdes
foram raramente relatadas nos estudos clinicos com gemifloxacino (0,039%) (BALL
et al., 2004; FDA, 2008).

3.7. Descricao do farmaco
O farmaco mesilato de gemifloxacino apresenta as seguintes caracteristicas:

» Nome quimico: mesilato de (R,S)-7-[(42)-3’-(aminometila)-4’-(metoxiimino)-1-
pirrolidinil]-1-ciclopropil-6-fluor-1,4-diidro-4-oxo-1,8-naftiridina-3-carboxilico
(FDA, 2008);

» O farmaco apresenta-se como uma mistura racémica dos enantibmeros Re S
e na estrutura quimica também verifica-se um isdmero geométrico (isémero 2)
(FDA, 2008);

» Descricdo: pé branco ou levemente marrom (FDA, 2008);
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» Formula molecular: C1gH20FN5O4.CH4O3S (FDA, 2008);
» Massa molecular: 485,49 (FDA, 2008);
» Faixa de fusado: 201,2 — 205,4 °C (LG Life Sciences, 2008);

» Solubilidade: muito pouco soltuvel em pH neutro (350 pug/ml a 37 °C) e soluvel
em agua (HONG, 2001);

> pKa: pKa: 6,5 do  grupamento  piridina-3-acido  carboxilico
(LANDERSDORFER et al., 2009) e pKa2: 8,9 da amina primaria (KIM et al.,
2004).

3.8. Determinacao quantitativa

A validacdo de um método analitico € o processo pelo qual se estabelece,
através de estudos laboratoriais, se 0s parametros de desempenho analitico
atendem as exigéncias para a aplicagdo analitica pretendida. Os estudos para
validacdo dos métodos analiticos devem ser realizados de acordo com 0s principais
Cédigos Oficiais, avaliando os seguintes parametros de desempenho analitico:
especificidade, linearidade, precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria),
exatidao, robustez, e, quando aplicaveis, limites de deteccdo e de quantificacdo
(BRASIL, 2003, ICH, 2005a; USP 34, 2011).

3.8.1. Espectrofotometria na regiao do ultravioleta (E UV) e do visivel (E VIS)

A E UV/VIS é um método muito utilizado no controle de qualidade de produtos
farmacéuticos pelo potencial da grande maioria dos farmacos de absorver energia
nessas regioes. Na literatura pesquisada, em relacdo ao MGF sado descritos
métodos de reacao por complexacdo com transferéncia de carga utilizando iodo,
derivado benzoquinona, cianoquinodimetano e tetracianoetiieno (KRISHNA e
SANKAR, 2008a), formacdo de complexos por pareamento ibnico utilizando

safranina, azul de metileno, azul de naftol e azocaramina com extracao com solvente
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organico (KRISHNA e SANKAR, 2008b) e complexagéo com Fe (lll) (SUGUMARAN
et al., 2008).

3.8.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica de separagao
fundamentada na distribuicdo dos componentes de uma mistura entre duas fases
imisciveis, a fase mével, liquida, e a fase estacionaria solida, contida em uma coluna
cilindrica (FB 5, 2010). A possibilidade de variacdo dos mecanismos de separacao
pela adequada escolha da coluna, fase mével e método de deteccdo, permite a
utilizagdo da CLAE nas mais diversas fases do estudo de produtos farmacéuticos e
a validacao de métodos seletivos para a presenca de impurezas e produtos de
degradacao (ICH, 2003; AHUJA, 2007; ALSANTE et al., 2007).

Em relagdo a quantificagdo de MGF em fluidos bioldgicos, a literatura
pesquisada descreve métodos acoplados de CLAE e espectrometria de massas
(EM) (DOYLE et al., 2000; ALLEN et al., 2001; ROBLEDO e SMITH, 2008).

A quantificagdo do farmaco em comprimidos revestidos foi publicada
recentemente por RANJANE e colaboradores (2010). O método indicador de
estabilidade por CLAE utiliza coluna C8, fase mével constituida de tampao fosfato de
potassio monobasico 10 mM pH 3,0 e acetonitrila (65:35), vazao de 1,0 ml/minuto e
deteccao UV a 273 nm. A CLAE para quantificacao do farmaco também foi descrita
por TAVARES e colaboradores (2011), utilizando agua, tetraidrofurano e trietilamina
(75:25:0,5), ajustada para pH 3,0, como fase mével e coluna C8.

3.8.3. Ensaio microbioldgico

O ensaio microbioldégico tem a capacidade de determinar a poténcia ou
atividade de um produto contendo antibiético comparando a dose que inibe o
crescimento de um micro-organismo suscetivel em relacdo a dose de uma
substancia padrao ou preparacao biolégica de referéncia do antibiético que produz
inibicao similar (FB 5, 2010).

17



REVISAO BIBLIOGRAFICA

A utilizacdo do ensaio microbiolégico € um dos métodos de escolha para
avaliacdo e determinacdo da poténcia de antibidticos (FB 5, 2010). A técnica de
difusdo em &gar — cilindros em placa € a mais empregada para quantificagdo das
fluorquinolonas, utilizando, principalmente, Staphylococcus epidermidis como micro-
organismo teste. As concentracdes de inéculo e das solugbes amostra e padrdo sédo
varidveis em funcéo da poténcia dos farmacos (FROEHLICH e SCHAPOVAL, 1990;
FRATINI, 1993; SOUZA, 1995; EV, 1997; MARONA e SCHAPOVAL, 1998;
BONILLA et al, 2005). No entanto, ndo existem trabalhos publicados sobre a

quantificacdo de MGF utilizando o ensaio microbiolégico.

3.8.4. Eletroforese capilar (EC)

A Eletroforese capilar (EC) é um método fisico de andlise baseado na
migracao, dentro de um capilar, de solutos carregados, dissolvidos em uma solucao
eletrolitica, sob a influéncia de uma corrente elétrica. Atualmente, a EC compreende
uma familia de técnicas de separacdo eletrocinéticas que separam compostos
baseada, sobretudo, na diferenca de mobilidade eletroforética, particao entre fases,
ponto isoelétrico, tamanho molecular, ou ainda, na combinagdo de uma ou mais
destas propriedades (FB 5, 2010).

A literatura pesquisada apresenta alguns artigos cientificos descrevendo a
quantificacdo de quinolonas por EC pelo método de zona livre (RUIZ et al.,, 1999;
FIERENS et al., 2000; BELTRAN et al., 2004; MICHALSKA et al., 2004; ELBASHIR
et al., 2008). A Tabela 3.1 apresenta alguns exemplos das condicées eletroforéticas

utilizadas nos ensaios.
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TABELA 3.1. Condicoes eletroforéticas descritas para determinacado quantitativa de

quinolonas
Parametro FIERENS e MICHALSKA e ELBASHIR e
colaboradores, 2000  colaboradores, 2004  colaboradores, 2008
Farmacos Quinolonas de 1°e Ciprofloxacino e Gemifloxacino e
2° geracoes impurezas lomefloxacino
Eletrélito Tampao fosfato Tampao fosfato e Tampao fosfato

125 mM (pH 7,0) pentanosulfonato de 25 mM (pH 8,5)
sédio (pH 6,0)

Solugéo Tampéao fosfato Agua : acetonitrila NaOH 0,1 M
diluente 125 mM (pH 7,0) (87:13)

Voltagem 22 15 12

(kV)

Deteccéo 214 254 254
(nm)

A determinacéao do farmaco MGF em comprimidos por EC também foi descrita
por TAVARES e colaboradores (2011), utilizando tampédo tetraborato de sddio

50 mM pH 8,5 como eletrdlito e voltagem de 20 kV.

3.9. Teste de dissolucao

O teste de dissolucao avalia a quantidade de farmaco dissolvido, em um
determinado volume de meio, mantido a temperatura de 37 °C £ 0,5 °C, apos
determinado periodo, utilizando equipamento com dispositivo para promover
agitacdo do meio em uma determinada velocidade (FB 5, 2010; USP 34, 2011).

Como requisito fundamental na industria farmacéutica, o teste de dissolucao,
assegura a qualidade lote a lote do produto farmacéutico no desenvolvimento de
novas formulacbes, garante a qualidade apdés mudancas na formulacdo e no
processo de producdo e avalia a qualidade da formulacdo em funcao do tempo e
condigdes de armazenamento durante o periodo de validade do produto (MARQUES
e BROWN, 2002). Devido a isso, o0 mesmo é exigido pelo FDA para todos os
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produtos apresentados como formas farmacéuticas sélidas de uso oral (SHARGEL
et al., 2005).

No entanto, o teste de dissolucdo pode ser ainda mais atrativo se as
condicoes validadas simularem o perfil in vivo do farmaco, ou seja, existir uma
correlagao significativa entre a porcentagem dissolvida do farmaco no teste in vitro e
porcentagem absorvida do farmaco in vivo, sendo Uteis no desenvolvimento de
formulacdes e indicativos do perfil de biodisponibilidade (FDA, 1997; DRESSMAN et
al., 1998).

A literatura pesquisada apresenta as condi¢cdes descritas pela FDA (2011)
para o registro do produto, sem indicagdes do método para a quantificacdo do
farmaco, utilizando HCI 0,01 M como meio de dissolugdo e pas a 50 rpm. BALAJI e
colaboradores (2010) validaram essas mesmas condicoes utilizando o método por
E UV para quantificagdo do teor dissolvido. No entanto, a literatura ndo faz
referéncia ao desenvolvimento de um teste de dissolugdo com condicbes que
possam simular o perfil de absorcéo in vivo, ou seja, determinar uma correlagéo in

vitro - in vivo (CIVIV) do farmaco.

3.10. Determinacao de impurezas e estudos de seguranca biolégica

De acordo com os Guias regulatérios do ICH (Q3C, 2005b; Q3A, 2006a; Q3B,
2006b), as impurezas presentes em produtos farmacéuticos podem ser classificadas
em trés categorias: organicas, inorganicas e solventes residuais. Dentro dessas
podem ser consideradas impurezas: materiais de partida, isbmeros produzidos
durante a sintese, produtos intermediarios (reagentes, solventes, materiais de
catalise), impurezas de excipientes, produtos de reagdes, impurezas formadas pela
interacao farmaco e excipiente e produtos de degradacao.

O Guia do ICH Q3A (2006a), especifica o limite de impurezas permitido de
acordo com a dose diaria do farmaco. Em relacdo ao MGF, com dose diaria de
320 mg, se o limite de impurezas for inferior a 0,05%, nao é necessario relatar,
identificar (elucidar estruturalmente) ou qualificar (estudos de seguranca bioldgica)
essas impurezas para o pedido de registro do produto farmacéutico. No entanto, se
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a porcentagem for superior a 0,05% € necessario realizar o relato. A elucidacao
estrutural devera ser realizada quando o limite de impurezas for igual ou superior a
0,1% ou a dose diaria resultar em administracdo de 1 mg da impureza. A realizacao
de estudos de seguranca biolégica das impurezas torna-se necessaria se na
determinacao quantitativa forem encontrados teores iguais ou superiores a 0,15% ou

a ingestao diéria for superior a 1 mg da impureza.

O Guia ICH Q3B (2006B) refere-se aos limites preconizados para produtos de
degradacdo do farmaco ou produtos formados pela reagdo do farmaco com
excipientes ou substancias da embalagem. Nestas condi¢cées, a elucidacéo
estrutural devera ser realizada quando o limite dos mesmos for igual ou superior a
0,2% ou a dose diaria resultar em administragdo de 2 mg da impureza. Os estudos
de seguranca biolégica das impurezas tornam-se necessarios quando forem
encontrados teores iguais ou superiores a 0,2% ou ingestdo diaria for superior a
3 mg. De acordo com o Guia devem ser realizados estudos de toxicidade geral em
uma espécie roedora em um periodo de 14 a 90 dias e estudos de genotoxicidade

para verificagdo de mutagdes ou aberracées cromossdmicas.

A seguranca de um produto farmacéutico ndo esta apenas relacionada com
as propriedades farmacolégicas do ingrediente ativo, mas também das impurezas
gue o mesmo contém. Diante disso, a identificacédo, a quantificacdo e o controle das
impurezas em farmacos e produtos acabados sao de suma importancia, pois esses
produtos podem estar relacionados com reacdes adversas e efeitos farmacol6gicos
toxicos (ICH Q3A, 2006a; ICH Q3B, 2006b; BASAK, 2007).

No entanto, a literatura pesquisada ndo apresenta estudos publicados de
determinacao do perfil de impurezas do farmaco MGF, com excec¢ao do trabalho de
GANDHIMATHI e colaboradores (2010) discutido no item 3.11, onde os autores
sugerem a identificacdo de produtos de degradagdo formados em diferentes
condicoes de estresse.
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3.11. Estabilidade - Isolamento e identificacao de produtos de degradacao

O teste de estabilidade fornece informacbes sobre como a qualidade da
matéria-prima ou mesmo do produto acabado variam frente a diversos fatores,
como, por exemplo, temperatura, umidade, luz, reacées de hidrolise e oxidacao
(KOMMANABOYINA e RHODES, 1999). Além disso, a estabilidade depende das
propriedades fisicas, quimicas e fisico-quimicas dos farmacos, excipientes e
embalagens utilizados (MATTHEWS, 1999). As reacdes de degradacdo de um
produto farmacéutico ocorrem em velocidades definidas, sdo de natureza quimica e
dependem de varias condicdes, como, por exemplo, concentracdo dos reagentes,
temperatura, pH, radiagdo ou presenca de catalisadores.

Em relacdo a estabilidade da classe das quinolonas, a literatura menciona
trabalhos relacionados ao potencial de fotodegradacéo (EV, 1997; TORNIAINEN et
al., 1997; ENGLER et al, 1998; LOVDAHL e PRIEBE, 2000; MARONA, 2000;
SUNDERLAND et al., 2001; BONILLA, 2004). ENGLER e colaboradores (1998) e
LOVDAHL e PRIEBE (2000) verificaram a perda dos atomos de fluor e cloro na
posicado 8 de clinafloxacino e esparfloxacino, respectivamente. A fotodegradacao do
farmaco ciprofloxacino em meio acido provocou modificagdes somente no anel

piperazina, presente na molécula do farmaco (TORNIAINEN et al., 1997).

Conforme PICO e ANDREU (2007), a maioria das fluorquinolonas é estavel
em condicdes hidroliticas, porém TORNIAINEN e colaboradores (1996 e 1997)
demonstraram que a fotodegradacao do ciprofloxacino é influenciada pelo pH da
solucdo, provocando modificagcdes no anel piperazina do farmaco. Outros estudos
mostraram que a associacdo de condi¢cdes hidroliticas (acidas ou alcalinas) e
térmicas também podem provocar a degradacdo, como descrito para o
esparfloxacino por MARONA (2000).

Estudos demonstrando a estabilidade térmica sdo descritos para o
pefloxacino e ofloxacino (SOUZA, 1995; EV 1997). FROEHLICH (1991) verificou
aproximadamente 10% de degradacao do farmaco norfloxacino em comprimidos, a
60 °C durante 90 dias, utilizando o ensaio microbiolégico para determinacao
quantitativa. Em relacdo a estudos de estabilidade em condi¢cées oxidativas, com
peréxido de hidrogénio, EV (1997) demonstrou a degradacdo do ofloxacino em
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solucdo injetavel. A degradacao de ciprofloxacino também foi descrita em meio
oxidativo e alcalino com permanganato de potassio (THABAJ et al., 2007).

GANDHIMATHI e colaboradores (2010) sugerem a identificacdo de produtos
de degradacao de MGF obtidos em condicdes hidroliticas acida, basicas e oxidativas
por CLAE-EM. No entanto, o artigo apenas sugere a identificacdo destes produtos
baseado em dados da massa molecular dos compostos, sem a realizacdo dos
ensaios complementares de elucidacéo estrutural por RMN e E IV.
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CARACATERIZAGAO DA SQR DE MGF

4.1. Introducao

De acordo com a definicdo da Organizacao Mundial de Saude (OMS),
padroes de referéncia farmacopeicos sdo produtos de uniformidade reconhecida,
destinados ao uso em ensaios onde uma ou mais de suas propriedades sera(ao)
comparada(s) com a(s) da substancia em exame FB 5 (2010).

A pureza desses produtos € de fundamental importancia para o controle de
qualidade e a validacao de métodos analiticos. Conforme a FDA, existem duas
categorias de SQR: compendiais e nao-compendiais. As SQR compendiais séo
aquelas adquiridas de fontes comerciais reconhecidas (FB e USP) e ndo necessitam
de caracterizagdo posterior e as SQR nao-compendias sdo aquelas com elevado
teor de pureza, entretanto necessitam ser cuidadosamente caracterizadas (SWARTZ
e KRULL, 1998). Diante disso, objetivou-se a caracterizacdo das SQR de MGF
utilizadas nesses estudos.

4.2. SQR de MGF

SQR de MGF, gentiimente cedida pela Industria Oscient Pharmaceuticals
(Massachusetts, Estados Unidos), com teor declarado de 99,0% e SQR de MGF
adquirida da Toronto Research Chemical (TRC, Ontario, Canadd), com teor
declarado de 99,0%.

4.3. Parte Experimental
4.3.1. Caracterizacao da SQR de MGF

Os procedimentos de caracterizacdo foram realizados com a SQR de MGF
cedida pela Indastria Oscient Pharmaceuticals. Ensaios de determinagao
quantitativa foram posteriormente realizados com a SQR de MGF adquirida da TRC.

Utilizaram-se as seguintes técnicas para caracterizacdo da SQR de MGF:
analise térmica por calorimetria exploratéria de varredura (DSC), faixa de fusao,
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espectrofotometria na regido do infravermelho (E IV) e ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (RMN 'H) e carbono (RMN '*C).

4.3.1.1. Analise térmica por calorimetria diferencial de varredura (DSC)

As analises foram realizadas em calorimetro diferencial exploratério por fluxo
de calor, Shimadzu DSC-60, dotado de controlador de fluxo para gas de purga (Ny)
FC-60-A, integrador TA-60WS e software de controle e analise TA-60 versao 2.0.

Para realizar o ensaio, transferiu-se, aproximadamente 1,0 mg da SQR de
MGF para portas-amostra de aluminio com capacidade de 4 ul, as quais foram
seladas e colocadas no forno do calorimetro exploratério de varredura. A rampa de
aquecimento utilizada foi de 5 °C/minuto e as analises foram realizadas com e sem

prévio aguecimento para evaporacao da agua de hidratacao.

4.3.1.1.1. Resultados e discussao

A Figura 4.1 apresenta a curva de aquecimento obtida por DSC para MGF
SQR sem prévio aquecimento.

psc
mWw.

1.000 |
Peak 220.46C \

Onset  199.10C |
Endset  282.40C |

Heat 183.22mJ
140.94J¢

700.00 200.00
Temp [C]

g
-0.00-

FIGURA 4.1. Curva sem prévio aquecimento obtida por DSC para a SQR de MGF
em atmosfera de nitrogénio e taxa de aquecimento de 5 °C/minuto.
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A Figura 4.2 apresenta a curva obtida por DSC para MGF SQR com prévio
aquecimento para retirar a 4gua de hidratacdo da molécula.
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FIGURA 4.2. Curva com prévio aquecimento (110 °C) obtida por DSC para a SQR
de MGF em atmosfera de nitrogénio e taxa de aquecimento de
5 °C/minuto.

De acordo com as curvas de aquecimento obtidas nas duas situacdes
referidas acima (sem prévio aquecimento e com prévio aquecimento a 110 °C)
verifica-se que néo ocorreu uma faixa de fusdo bem definida devido a decomposicéo
da substancia durante a fusdo, o que nao permite a determinacdo da pureza
utilizando esse método analitico (MATHKAR et al., 2009; MATOS et al., 2009).
Assim sendo, a DSC nao pode ser considerada uma ferramenta adequada para
determinacao da faixa de fusdo da SQR de MGF.

4.3.1.2. Faixa de fusao pelo método do capilar

As andlises pelo método do capilar foram realizadas em equipamento Mettler
Toledo, FP 90, previamente calibrado. A amostra foi compactada em tubo capilar

com diametro de 1 mm e 6 cm de comprimento.
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4.3.1.2.1. Resultados e discussao

Os resultados obtidos para ponto de fusdo: 202,3 °C, 209,3 °C e 212,8 °C
foram extremamente variaveis. Esses valores nao foram semelhantes aos
referenciados pela bibliografia pesquisada para faixa de fusao (201,2 °C a 205,4 °C),
descrito por LG LIFE SCIENCES (2008). A diferenca obtida deve-se ao fundamento
da metodologia, o0 qual se mostra inadequado para determinacao da faixa de fuséo
de substancias que decompdem durante a fusdo. Essa decomposicao foi verificada
pelo escurecimento da amostra dentro do capilar.

4.3.1.3. Faixa de fusao utilizando microscopio de ponto de fusao tipo Kofler

As analises foram realizadas em equipamento ponto de fusao tipo Kofler,
marca Wagner & Muniz.

4.3.1.3.1. Resultados e discussao

A faixa de fusdo média obtida foi de 200,8 a 204,1 °C (n = 3), os quais foram
semelhantes aos referenciados pela literatura (201,2 °C a 205,4 °C; LG LIFE
SCIENCES, 2008). O resultado demonstrou a adequabilidade do método utilizando
equipamento tipo Kofler para determinacéo da faixa de fusao do MGF.

4.3.1.4. Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho (E 1V)

A caracterizagdo da SQR de MGF por E IV foi realizada por meio da
preparagdo de uma pastilha contendo 1,5 mg da SQR de MGF e 150 mg de brometo
de potassio (KBr), em espectrofotdmetro infravermelho PerkinElmer, modelo
Spectrum BX.
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4.3.1.4.1. Resultados e discussao

O espectro na regiao do IV da SQR de MGF em pastilha de KBr, na faixa de
400 a 4000 cm™', esta apresentado na Figura 4.3.
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FIGURA 4.3. Espectro de absorcao na regiao do IV da SQR de MGF em pastilha de
KBr.

A identificacdo das bandas de absorcao dos principais grupamentos quimicos
presentes na molécula de MGF encontra-se descrita na Tabela 4.1.
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TABELA 4.1. Frequéncias de absorcao das principais bandas de absorcdao de MGF
e suas respectivas atribuicoes

Frequéncia (cm™) Atribuicao

3440 Deformacao axial de OH de &cido carboxilico, da agua

de hidratacédo e de NH>

3017 e 2960 Deformacao axial de C-H

1718 Deformacao axial de C=0 de acido carboxilico
1636 Deformacao axial da cetona (C=0) em C4
1475 Deformacao axial de CH. da ciclopropila
1200 Deformacao axial de C-O de acido carboxilico
1046 Estiramento simétrico de S=0

Os resultados encontrados estdo de acordo com as atribuicdes esperadas
para a molécula de MGF, com base nos resultados de atribuicbes descritos na
literatura para outras quinolonas (MARONA, 2000), bem como para esses
grupamentos quimicos (PAVIA et al., 2001; STUART, 2004).

4.3.1.5. Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio
(RMN 'H) e de carbono (RMN *3C)

Os espectros de RMN 'H e de RMN C da SQR de MGF foram realizados em
equipamento Bruker, modelo DPX 400 MHz, utilizando dimetilsulfoxido deuterado
(DMSOgs) como solvente.

4.3.1.5.1. Resultados e discussao

O espectro de RMN 'H e a estrutura quimica de MGF estdo apresentados na
Figura 4.4.
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FIGURA 4.4. Espectro de RMN 'H em DMSOy da SQR de MGF e respectiva

estrutura quimica com as atribuicao dos sinais.
As atribuicdes do espectro de RMN 'H estao apresentadas na Tabela 4.2.

TABELA 4.2. Atribuicdes do espectro de RMN 'H do MGF em DMSOqe

Posicao Deslocamento Multiplicidade Numero de Interpretacao
quimico (ppm) hidrogénios

2 8,516 singleto 1 H do C 2 (anel
aromatico)

5 7,915 —-7,946 duplo dubleto 1 H do C 5 (anel
aromatico)

16 4,555 singleto 2 2H do anel pirrolidina

18 4,351 — 4,401 duplo dubleto 1 1H do anel pirrolidina

24 3,911 singleto 3 3H (CHj3) do metoxila

12 3,677 — 3,695 multipleto 1 1H (CH) da ciclopropila

agua 3,397 - - H,0 do DMSO e de
hidratagéao

19/20 3,131 — 3,249 multipleto 4 4H do anel pirrolidina

DMSO 2,507 - - Solvente DMSO

25 2,386 singleto 3 3H (CH3) do mesilato

13 1,26 multipleto 2 2H (CH,)da ciclopropila

14 1,07 multipleto 2 2H (CH,)da ciclopropila
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O espectro de RMN '3C e a estrutura quimica de MGF estdo apresentados na

Figura 4.5.
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FIGURA 4.5. Espectro de RMN ®C em DMSOg da SQR de MGF e respectiva
estrutura quimica com as atribuicao dos sinais.

As atribuicdes do espectro de RMN '°C estdo apresentadas na Tabela 4.3.

TABELA 4.3. Atribuicdes do espectro de RMN '°C da SQR de MGF em DMSOqs

Carbono Deslocamento Interpretagao Carbono Deslocamento Interpretagao
quimico (ppm) quimico (ppm)
13 6,78 R-CH>—R 5 117,71 /117,92 C=C (anel
aromatico)
14 6,95 R-CH:-R 6 144,83 C - F (anel
aromatico)
12 34,94 RsCH 2 146,60 N =C —N (anel
aromatico)
25 38,87 — 40,13 C do CH3SOOH (25) | 7 147,40 C-N
18 Rs - CH (18)
20 C - N (20)
19 48,00 C-N 10 148,38 N=C-N
16 50,65 C-N 17 148,50 C=N-0
24 62,14 C — O (metoxila) 1 165,73 C = O (4cido
carboxilico)
3 107,49 C =C (anel 4 176,24 C = O (cetona)
aromatico)
9 111,28 /111,32 C =C (anel
aromatico)
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De acordo com a literatura consultada, a interpretacdo dos espectros de
RMN 'H e RMN *C demonstrou que os sinais obtidos estdo de acordo com as
atribuicbes esperadas para a molécula de MGF, de acordo com os grupamentos
quimicos presentes (GOTTLIEB et al., 1997; PAVIA et al., 2001; SILVERSTEIN et
al., 2005).

4.4. Conclusoes

» Devido a decomposicao da SQR de MGF durante a fusdo, a determinacao da
faixa de fusao pelos métodos de DSC e do capilar ndo se mostraram

adequados;

> A SQR de MGF apresentou faixa de fusdo semelhante a preconizada pelo
fabricante quando foi utilizado o método tipo Kofler;

> A interpretacdo do espectro no IV demonstrou que as bandas obtidas estao

de acordo com as atribuicdes esperadas para a molécula de MGF;

> A interpretacdo do espectro de RMN 'H e RMN '3C demonstrou que os sinais
obtidos estdo de acordo com as atribuicées esperadas para a molécula de
MGF;

» Tendo em vista os resultados obtidos, caracterizou-se a SQR de MGF como
adequada para ser utilizada nos estudos propostos neste trabalho.
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DETERMINAGAO QUALITATIVA

5.1. Introducao

A identificacdo de farmacos em produtos acabados € normalmente realizada
por meio da aplicacdo de técnicas cromatograficas (CCD e CLAE) e
espectrofotométricas (E UV e VIS).

A CCD é uma técnica de separacdo que oferece facil compreensao e
execucao, separacbes em breve espago de tempo, versatilidade e baixo custo
(LOPES, 1997). A verificacao da seletividade do método proposto pode ser realizada

através da aplicacdo de um farmaco estruturalmente semelhante.

A identificagdo de farmacos por E UV e E VIS é realizada através da
comparacdo do espectro da solucdo amostra com o espectro de uma solucéo
padrdao do mesmo farmaco em determinada concentragdo. Além disso, é possivel
verificar se os produtos apresentam os mesmos comprimentos de onda maximos e
minimos de absorcdo. Mesmo nao sendo um método seletivo, possui ampla
aplicacao nos Codigos Oficiais (WATSON, 2005).

A CLAE, quando utilizada para identificacdo de compostos, realiza a
comparacao entre os tempos de retencao obtidos para o pico da solucdo amostra e
da solucao padrao do farmaco. A utilizacao de detectores de arranjo de fotodiodos
permite, além da comparacao do tempo de retencao, verificar a similaridade entre os
espectros obtidos (FB 5, 2010).

Em relacdo a EC, a identificacdo pode ser realizada por meio da comparacao
dos tempos de migracao relativos para o pico da solucdo amostra e da solucéo
padrdo do farmaco em estudo e da verificacdo da similaridade entre os espectros
obtidos.

Objetivou-se o desenvolvimento de métodos para identificacdo qualitativa de
MGF nos comprimidos, pois na literatura pesquisada nao foram encontrados
relatados descrevendo métodos de identificacéo.

39



DETERMINAGAO QUALITATIVA

5.2. Produto Farmacéutico

Comprimidos revestidos de MGF equivalente a 320 mg de gemifloxacino
(Factive®), fabricados pelo Aché Laboratérios Farmacéuticos S. A., adquiridos no
comércio local. Os excipientes presentes na formulagdo sao: crospovidona, celulose
microcristalina, hidroxipropilmetilcelulose, estearato de magnésio, polietilenoglicol,
povidona e diéxido de titanio (ACHE, 2006).

5.3. Parte experimental
5.3.1. Determinacao da solubilidade da SQR de MGF

A determinagédo da solubilidade da SQR de MGF foi realizada para verificar
quais solventes poderiam ser utilizados como diluentes nos métodos qualitativos e
quantitativos a serem desenvolvidos. Esse ensaio foi realizado conforme descrito na
FB 5 (2010), através do método de partes, porém ao invés de pesar 1 g da SQR de
MGF, pesou-se 10 mg. Os solventes utilizados para verificagdo da solubilidade
foram: &gua, etanol, metanol, acetonitrila, acido cloridrico 0,1 M, e solugdes
tamponadas de fosfato de potassio monobéasico 50 mM pH 4,0, 5,0, 6,0 e pH 7,0
mantidos a temperatura ambiente. Os solventes orgéanicos utilizados foram de grau
analitico e as solucdes reagentes e as solugdes tampao foram preparadas de acordo
com a USP 34 (2011).

5.3.1.2. Resultados e discussao

Os resultados da determinacdo da solubilidade a temperatura ambiente da
SQR de MGF, realizados conforme o método de partes descrito na FB 5 (2010)

estao descritos na Tabela 5.1.
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TABELA 5.1. Determinagdao da solubilidade da SQR de MGF conforme a FB 5

(2010).
Solvente Solubilidade
Agua Soluvel
Acetonitrila Insoluvel
Acido cloridrico 0,1 M Solavel
Etanol Pouco soluvel
Metanol Pouco soluvel
Tampéao fosfato pH 4,0 Praticamente insoltvel ou insoluvel
Tampéao fosfato pH 5,0 Praticamente insoltvel ou insoluvel
Tampao fosfato pH 6,0 Muito pouco soluvel
Tampao fosfato pH 7,0 Praticamente insoltvel ou insoluvel

Conforme demonstraram os resultados de solubilidade, a &gua, &acido
cloridrico 0,1 M, etanol e metanol apresentaram solubilidade igual ou superior a
1 mg/ml, sendo considerados adequados para utilizagcdo como diluentes do MGF no
desenvolvimento e validacdo dos métodos analiticos qualitativos e quantitativos. No
entanto, o farmaco MGF apresentou-se muito pouco soluvel em tampéo fosfato pH
6,0 e praticamente insoluvel em outras solugdes tamponadas (pH 4,0, pH 5,0 e pH
7,0) a temperatura ambiente.

5.3.2. Cromatografia em camada delgada (CCD)
5.3.2.1. Condicoes cromatograficas

As solugbes da SQR de MGF, da amostra de MGF nos comprimidos
revestidos e da SQR de cloridrato de ciprofloxacino (Figura 5.1) foram preparadas
em metanol na concentracdo de 0,1 mg/ml. As solucbes foram mantidas em
ultrassom por 15 minutos, com posterior filtracdo da solucdo amostra dos
comprimidos de MGF.
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FIGURA 5.1. Estrutura quimica de cloridrato de ciprofloxacino.

O desenvolvimento cromatogréafico foi realizado em placas cromatograficas
aluminizadas de silica-gel 60 Fzs4 (Merck). Apos as aplicagdes das solucdes, as
placas foram transferidas para cubas, previamente saturadas com o sistema eluente,
constituido de uma mistura de butanol, agua, hidréxido de aménio e acetona
(10:15:15:60, v/v). Desenvolveu-se o cromatograma e realizou-se a visualizagdo das
manchas, por meio da exposicdo das placas a lampada UV 254 nm (Vilber Lourmat®
6 LC). Posteriormente, o Rx e os fatores de retencao (Rf) referentes aos farmacos
aplicados foram determinados. Os solventes utilizados nesse ensaio foram de grau

analitico.

5.3.2.2. Resultados e discussao

O cromatograma obtido por CCD nas condicoes descritas acima esta
apresentado na Figura 5.2.
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FIGURA 5.2. Cromatograma obtido por CCD na analise da solucdao da SQR de MGF
(1), solugcdo amostra dos comprimidos de MGF (2) e da solugcédo da
SQR de cloridrato de ciprofloxacino (3), revelados por radiacdao UVC.
Sistema eluente: butanol, agua, hidréxido de amoénio e acetona
(10:15:15:60, v/v). Suporte: silica-gel 60 Fas4.

Os valores de Rf obtidos para as solucbes da SQR e amostra dos
comprimidos de MGF foram de 0,65 e o Rf obtido para a SQR de cloridrato de
ciprofloxacino foi de 0,57. O Rx obtido entre o Rf do MGF e o Rf do cloridrato de
ciprofloxacino foi de 1,14.

A literatura pesquisada nao apresenta testes de identificagao por CCD para o
farmaco MGF. Desse modo, foram testados os métodos descritos nas Farmacopeias
para identificacdo de quinolonas. O método descrito na monografia da matéria-prima
de mesilato de pefloxacino preconizado na Farmacopeia Britanica (BP 2008) foi o
que apresentou os melhores resultados. No desenvolvimento do método também
foram consideradas a polaridade e a solubilidade do farmaco. A seletividade entre o
farmaco MGF e um farmaco analogo da classe das quinolonas foi adequada,
demonstrando a aplicabilidade do teste cromatografico para identificar
qualitativamente o farmaco MGF nos comprimidos revestidos.
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5.3.3. Espectrofotometria na regiao do ultravioleta (E UV) e do visivel (E VIS)
5.3.3.1. Condico6es espectrofotométricas para a E UV

Foram tracados espectros de absorcdo molecular na regido do UV das
solugcoes da SQR e dos comprimidos de MGF utilizando agua e metanol como
diluentes. As analises espectrofotométricas foram realizadas em espectrofotdmetro
ultravioleta Shimadzu, modelo UV-160A, utilizando cubetas de quartzo de 10 mm.

Todos os procedimentos realizados foram protegidos da luz.

Pesou-se, exatamente a SQR de MGF, equivalente a 10,0 mg de
gemifloxacino e transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml
com auxilio de metanol ou agua, de modo a obter concentracdo de 100,0 pg/ml de
gemifloxacino base. Transferiram-se aliquotas dessas solucbes para baldes
volumétricos, de modo a obter concentracbes de 10 ug/ml para determinacdo em
agua e de 12 ug/ml para determinacdo em metanol em gemifloxacino base. O
mesmo procedimento foi realizado para a preparacdo das solugcdes amostras,

porém, anteriormente a diluicdo,as solug¢des foram filtradas.

5.3.3.1.1. Resultados e discussao

Os espectros sobrepostos das solucbes da SQR e da amostra dos
comprimidos de MGF, diluidas em &agua (10 pg/ml) e metanol (12 pg/ml) estao
apresentados na Figura 5.3 e Figura 5.4, respectivamente.
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FIGURA 5.3. Espectros sobrepostos na regidao do UV das solu¢des da SQR (a) e da
solugdo amostra dos comprimidos (b) de MGF em agua a 10 pg/ml.
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FIGURA 5.4. Espectros sobrepostos na regidao do UV das solucdes da SQR (a) e da
solucado amostra dos comprimidos (b) de MGF em metanol a 12 ug/ml.

Os espectros na regiao do UV, na faixa de 200 a 400 nm, obtidos para as
solugdes da SQR de MGF e da amostra dos comprimidos em agua (Figura 5.3)

apresentaram maximos e minimos de absor¢do nos mesmos comprimentos de onda

(269 nm e 342 nm), porém com diferengas significativas na intensidade, devido,
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provavelmente, as diferencas encontradas no valor de pH das solugdes padréo e
amostra (5,50 e 6,10, respectivamente), o que provoca uma diferenca na ionizacao
do farmaco devido ao pKa do grupamento acido carboxilico e um efeito hipocrémico
na solucdo amostra de MGF (WATSON, 2005). De acordo com ALBINI e MONTI,
(2003), modificacbes de pH induzem alteracdes no perfil de absorcédo da classe das
fluorquinolonas, conforme verificado com o farmaco enoxacino. A avaliagdo da
complexacao do farmaco MGF com o excipiente estearato de magnésio, presente na
formulagdo dos comprimidos, também foi avaliada. No entanto, resultados
demonstraram que o excipiente nao interferiu na quantificacdo da SQR de MGF
quando presente em concentracdo de 5 a 10% na formulagdo (concentracdes

superiores ao recomendado como lubrificante em comprimidos).

Os espectros obtidos em metanol (Figura 5.4) apresentaram maximos e
minimos de absor¢do nos mesmos comprimentos de onda (272 nm e 343 nm) para
as solucdées da SQR e para a amostra dos comprimidos de MGF. Diante desses
resultados, verificou-se a adequabilidade do método desenvolvido utilizando metanol
como solvente para identificacado de MGF nos comprimidos revestidos por E UV.

5.3.3.2. Condico6es espectrofotométricas para a E VIS

Pesou-se, exatamente a SQR de MGF, equivalente a 10,0 mg de
gemifloxacino e transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml
com metanol, de modo a obter concentracao de 100,0 pg/ml de gemifloxacino base.
Retirou-se uma aliquota de 5,0 ml dessa solucdo e transferiu-se para funil de
separacao de 250 ml, adicionou-se 5,0 mL de solugdo tampéao biftalato de potassio
25 mM pH 3,3 (USP 34, 2011), 5,0 ml de solugdo aquosa de verde de bromocresol
1 mM e homogeneizou-se. Adicionou-se 5,0 ml de cloroférmio e agitou-se por
1 minuto para extragdo do complexo de par ibnico formado. Transferiu-se a camada
organica para baldo volumeétrico de 25 ml e realizou-se o procedimento de extragao
mais trés vezes. Completou-se o volume do baldo volumétrico com cloroférmio, de

modo a obter concentracao de 20 ug/ml em gemifloxacino base.

O mesmo procedimento foi realizado para a preparag¢ao da solucdo amostra.
Mediu-se a absorvancia das solugbes a 417 nm em espectrofotometro UV

46



DETERMINAGAO QUANTITATIVA

Shimadzu, modelo UV-160A, utilizando cubetas de quartzo de 10 mm. Preparou-se
uma solugéo do branco, utilizando 5,0 ml de metanol ao invés das solu¢des padréao e

amostra de MGF. Todo o procedimento realizado foi protegido da luz.

5.3.3.2.1. Resultados e discussao

Os espectros sobrepostos do complexo formado entre as solugées da SQR
(a) e da amostra dos comprimidos de MGF (b) e o reagente verde de bromocresol

em meio tamponado (pH 3,3) estdo apresentados na Figura 5.5.
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FIGURA 5.5. Espectros sobrepostos na regido do UV/VIS do complexo formado
entre as solugdes da SQR (a) e da solugcdo amostra dos comprimidos
(b) de MGF com verde de bromocresol em solucao tampao de biftalato
de potassio 25 mM pH 3,3.

Os espectros obtidos do complexo formado (Figura 5.5) apresentaram
maximos e minimos de absorcdo nos mesmos comprimentos de onda,
especialmente em 417 nm, comprimento de onda maximo de absorcao visivel do
complexo formado entre o farmaco MGF e o reagente colorimétrico em meio
tamponado. Diante desses resultados, verificou-se a adequabilidade do método
desenvolvido para identificagdo de MGF nos comprimidos revestidos por E VIS.
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5.3.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
5.3.4.1. Condicdes cromatograficas

As analises cromatograficas foram realizadas em cromatografo a liquido
Agilent, modelo 1200 Series. As condicoes cromatograficas definidas para
identificacdo e quantificacdo de MGF estdo apresentadas na Tabela 5.2.

Pesou-se, exatamente a SQR de MGF, equivalente a 10,0 mg de
gemifloxacino e transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 100 ml
com metanol, de modo a obter concentracao de 100,0 pg/ml de gemifloxacino base.
Transferiu-se uma aliquota de 5,0 ml dessa solugéo para baldo volumétrico de 25 ml
e completou-se o volume com fase movel, de modo a obter concentracdo de
20 pg/ml em gemifloxacino base. O mesmo procedimento foi realizado para a
preparacao da solucdo amostra, porém anteriormente a diluicdo a solugédo foi
filtrada.

TABELA 5.2. Condigdes cromatograficas definidas para identificacdo e
quantificacdo de MGF nos comprimidos revestidos por CLAE

Parametro Descricao

Fase movel Trietilamina 0,3% (v/v) pH 3,0 (ajustado com
acido fosforico 10%) e acetonitrila (80:20)

Vazao 1,0 ml/min

Coluna Eclipse® XDB C18 (150 mm x 4,6 mm, 5 um)

Deteccao 272 nm, detector de arranjo de fotodiodos

Temperatura do forno 25 °C

Volume injetado 20 ul

Os componentes da fase mével foram misturados e filtrados, sob vacuo,
através de membrana de nylon de 0,45 pm e 47 mm de didametro interno. Apds
estabilizacdo do sistema, as solugbes da SQR e dos comprimidos de MGF,
previamente filtradas em membrana de nylon Millex® 0,45 um, marca Millipore, foram
injetadas no cromatégrafo a liquido. Todo o procedimento realizado foi protegido da

luz.
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5.3.4.2. Resultados e discussao

Os cromatogramas sobrepostos da SQR de MGF e da solucdo amostra dos

comprimidos de MGF, estdo apresentados na Figura 5.6.
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FIGURA 5.6. Cromatogramas sobrepostos da SQR de MGF (a) e da solucdo
amostra dos comprimidos de MGF (b) a 20 pg/ml. Condigdes
cromatograficas: fase movel constituida de trietilamina 0,3% (v/v)
pH 3,0 (ajustado com acido fosférico 10%) e acetonitrila (80:20, v/v),
vazdo de 1,0 ml/min, coluna Eclipse® XDB C18 (150 mm x 4,6 mm;
5 pm), deteccdo em 272 nm, volume de injegdo de 20 pl, temperatura
de analise de 25 °C. Cromatograma (b) propositadamente deslocado.

A Figura 5.7 apresenta os espectros sobrepostos de absorcdo na regidao do
UV (220 a 400 nm), obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, do apice dos picos
de MGF nas solugdes da SQR e amostra dos comprimidos, representados no

cromatograma acima (Figura 5.6).
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FIGURA 5.7. Espectros sobrepostos de absorcdo na regiao do UV (220 a 400 nm)
obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, acoplado ao sistema de
CLAE, das solugbes de SQR de MGF (a) e da amostra dos
comprimidos de MGF (b).

A semelhanca entre os tempos de retencao relativos (5,61 minutos) obtidos
para as solucbes da SQR de MGF e nos comprimidos revestidos, bem como a
similaridade entre os espectros obtidos nesses tempos de retengdo, demonstra a
adequabilidade do método desenvolvido por CLAE para a determinagédo qualitativa
de MGF nos comprimidos revestidos.

5.3.5. Eletroforese capilar (EC)
5.3.5.1. Condicoes eletroforéticas

Os experimentos foram conduzidos em equipamento de eletroforese capilar
Agilent®, modelo CE (Waldbronn, Alemanha) equipado com autoamostrador,
detector de arranjo de fotodiodos, sistema de controle de temperatura e fonte de
fornecimento de tensdo de até 30 kV. O controle do equipamento, aquisicao e
analise de dados foi realizado utilizando software CE ChemStation. As condicdes
eletroforéticas definidas para identificacdo e quantificacdo de MGF estao
apresentadas na Tabela 5.3.

50



DETERMINAGAO QUANTITATIVA

TABELA 5.3. Condicoes eletroforéticas otimizadas para quantificacdo de MGF nos
comprimidos revestidos por EC

Parametro Descricao

Eletrdlito Solugado tampéo borato de s6dio 25 mMpH 10,0

Pré-condicionamento NaOH 0,1 M (2 min), 4gua (2 min) e eletrdlito (2 min)

Capilar 48 cm (40 cm de tamanho efetivo) com didmetro de
50 um

Voltagem 30 kV

Modo e tempo de injecao Hidrodindmica por presséo de 6 seg

Deteccao 220 nm, detector de arranjo de fotodiodos

Temperatura do capilar 30 °C

Padrao interno Acido salicilico

Pesou-se, exatamente a SQR de MGF, equivalente a 10,0 mg de
gemifloxacino e transferiu-se quantitativamente para baldo volumétrico de 50 ml com
metanol (200,0 pg/ml de gemifloxacino base). Transferiu-se uma aliquota de 5,0 ml
dessa solugdo e 1,0 ml de solucdo estoque de padrdo interno de acido salicilico
(1 mg/ml) para baldo volumétrico de 20 ml e completou-se o volume com tampao
borato de sédio 25 mM pH 7,5, de modo a obter concentragcdo de 50 pug/ml em
gemifloxacino base. O mesmo procedimento foi realizado para a preparagdo da

solucao amostra, porém anteriormente a diluicao a solucéo foi filtrada.

5.3.5.2. Resultados e discussao

Os eletroferogramas sobrepostos da SQR de MGF e da solugdo amostra dos

comprimidos de MGF, estdo apresentados na Figura 5.8.
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FIGURA 5.8. Eletroferogramas sobrepostos da SQR de MGF (1,69 minutos) (a) e da
solucao amostra dos comprimidos de MGF (b) a 20 pg/ml em tampao
borato de sédio 25 mM pH 7,5. Condicdes eletroforéticas: eletrélito:
solucao tampao borato de sodio 25 mM pH 10,0, voltagem de 30 kV,
capilar de silica fundida de 48 cm (40 cm efetivo), deteccdo em
220 nm, tempo de injecdo 6 segundos, temperatura de analise do
capilar 30 °C. Padrdo interno de acido salicilico: 2,36 minutos.
Eletroferograma (b) propositadamente deslocado.

A semelhanca entre os tempos de migracao relativos (1,69 minutos) obtidos
para as solucdées da SQR de MGF e nos comprimidos revestidos, bem como a
similaridade entre os espectros obtidos nesses tempos de migracao (Figura 5.9),
demonstra a adequabilidade do método desenvolvido por EC para a determinacao

qualitativa de MGF nos comprimidos revestidos.
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FIGURA 5.9. Espectros sobrepostos de absor¢cdo na regiao do UV (200 a 350 nm)
obtidos em detector de arranjo de fotodiodos, acoplado ao sistema de
EC, das solugdes de SQR de MGF (a) e da amostra dos comprimidos
de MGF (b).

5.4. Conclusoes

» O método proposto por CCD mostrou-se adequado para identificacdo de MGF
nos comprimidos revestidos, bem como apresentou seletividade para

diferenciar produtos estruturalmente semelhantes;

» A obtengéo de espectros com 0os mesmos comprimentos de onda maximos e
minimos de absorcdo, para as solugdes da SQR de MGF e da amostra de
MGF nos comprimidos, demonstrou a viabilidade da utilizacdo dos métodos
por E UV e VIS para determinacdo qualitativa do farmaco em sua forma

farmacéutica estudada;

» A semelhanca entre os tempos de retencéo dos picos cromatograficos obtidos
para as solucoes da SQR e para a amostra de MGF e a similaridade entre os
espetros obtidos demonstraram a viabilidade da utilizacdo do método por
CLAE para identificagdo do farmaco nos comprimidos revestidos;

» A semelhanca entre os tempos de migracdo dos picos eletroforéticos obtidos

para as solucoes da SQR e para a amostra de MGF e a similaridade entre os
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espetros obtidos demonstraram a viabilidade da utilizacao do método por EC
para identificacdo do farmaco nos comprimidos revestidos.
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6.1. Introducao

A validacao de um procedimento analitico nos permite garantir que 0 mesmo
€ adequado para o seu uso proposto. Devido a isso, todos os métodos
desenvolvidos nesse trabalho foram validados de acordo com os Codigos Oficiais e
0s seguintes parametros de desempenho analitico foram avaliados: especificidade,
linearidade, precisao (repetibilidade e precisao intermediaria), exatidao, robustez e,
quando necessario, limites de deteccao e quantificacao (BRASIL, 2003, ICH, 20053;
USP 34, 2011).

As técnicas espectrofotométricas estdo fundamentadas na absorcdo da
energia eletromagnética por moléculas e depende da concentracdo e da estrutura
quimica das mesmas (FB 5, 2010). A E UV/VIS é um método utilizado no controle de
qualidade de produtos farmacéuticos, devido ao potencial da grande maioria dos
farmacos de absorver energia nessas regides. Mesmo apresentando seletividade
dependente do grupamento cromoéforo presente, o método apresenta uma série de
aplicagdes na quantificagdo de farmacos em produtos farmacéuticos onde nao existe
a interferéncia dos excipientes, determinacao de pKa, liberacdo do farmaco em
testes de dissolugdo, monitoramento da cinética de degradacéo e identificacdo de
farmacos através do comprimento de absorcdo maxima em determinado solvente.
Além disso, 0 método por E VIS pode ser baseado na ligagdo do farmaco com
compostos que permitem a formacédo de complexos de coordenacdo ou complexos
coloridos que podem ser quantificados nesta regiao (WATSON, 2005).

A CLAE tem apresentado grande desenvolvimento principalmente em relacéo
as inovacdoes em colunas e softwares de controle dos equipamentos. Por essa
razdo, € o método de escolha da Industria Farmacéutica para a realizagdo do
controle de qualidade de seus produtos € 0 método mais preconizado pelos Cédigos
Oficiais (WATSON, 2005). A maioria das separacdes de substdncias em analises
farmacéuticas é realizada pelo método de particdo dos componentes, presentes na
solugdo a ser analisada, entre a fase mével e a fase estacionaria, no qual a
afinidade de uma substancia pela fase estacionaria e, consequentemente, seu
tempo de retencdo na coluna, € controlado pela polaridade da fase moével (FB 5,
2010).
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A utilizacdo do ensaio microbiolégico € um dos métodos de escolha para
avaliacdo e determinacdo da poténcia de antibidticos, quimioterapicos
antibacterianos e antifungicos. O ensaio compara a dose que inibe o crescimento de
um micro-organismo sensivel com a dose da preparacao padrao que produz inibicao
similar. O parametro medido, inibicdo de crescimento, é similar as propriedades de
utilizacdo do farmaco (HEWITT, 2004; FB 5, 2010). A FB 5 (2010) descreve uma
série de solugdes diluentes, meios de cultura e micro-organismos que podem ser
utilizados para o desenvolvimento e validacdo do ensaio para controle de qualidade
dos produtos farmacéuticos.

A eletroforese capilar (EC) é uma técnica de separacao muito utilizada para
andlise de compostos ionizados. Na técnica de EC de zona livre, 0 mecanismo de
separacao esta baseado nas diferencas apresentadas pela razao carga / massa das
espécies analisadas que migram como bandas a velocidades diferenciadas. Os
solutos séo separados pela combinacdo entre a mobilidade eletroforética intrinseca
e a magnitude do fluxo eletrosmético no capilar. Sua aplicagcdo permite a
determinacdo quantitativa de farmacos e substancias relacionadas em matérias-
primas e produtos acabados. Devido a alta eficiéncia do sistema, moléculas com
diferencas minimas em sua razao massa / carga podem ser discriminadas (ALTRIA
etal., 1998; FB 5, 2010).

Para o desenvolvimento do método analitico e a otimizacao da separacao por
EC, a avaliacdo de diferentes parametros instrumentais (voltagem aplicada,
temperatura, capilar) e relacionados a solucéo eletrolitica (tipo, concentracédo e pH
do eletrdlito) sdo importantes (ALTRIA et al., 1998; FB 5, 2010).

A determinagédo quantitativa de MGF em comprimidos revestidos foi realizada
utilizando a E UV, E VIS, CLAE, ensaio microbioldgico e a EC, apresentados nesse

trabalho na forma de artigos cientificos.
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Paper: Gemifloxacin mesylate (GFM): UV spectrophotometric method for
quantitative determination using experimental design for robustness
evaluation

Artigo publicado no Periédico Quimica Nova 2012, v.35(1), p.193-197
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A validacao do método por E UV para determinacao quantitativa de MGF nos
comprimidos revestidos foi realizada utilizando metanol como diluente nos dois
comprimentos de onda maximos do farmaco nas condi¢cdes do estudo (272 nm e
343 nm). O método demonstrou especificidade em ambos os comprimentos de
onda, pois os excipientes da formulacdo ndo interferiram na quantificacdo do
farmaco. A linearidade foi avaliada na faixa de 2 a 15 pg/ml em 272 nm e de 6 a 25
Hng/ml em 343 nm. Os valores de coeficiente de correlagao obtidos foram de 0,99993
e 0,99991 em 272 nm e em 343 nm, respectivamente. A analise da variancia
(ANOVA) demonstrou que existe regressédo linear e ndo existe desvio de linearidade
para os dados obtidos em ambos as condi¢coes, demonstrando a linearidade do

método analitico para a = 0,05.

A precisao, avaliada por meio da precisao intermediaria e da repetibilidade,
demonstrou valores inferiores a 2,0% de desvio padrao relativo (DPR) em ambas as
condigdes. A exatiddo do método analitico foi demonstrada com valores de
recuperacao nas faixas de 98,64% a 100,68% em 272 nm e de 99,10% a 101,32%
em 343 nm.

A robustez do método por E UV foi avaliada utilizando um desenho
experimental de Plackett-Burmann, no qual foram realizadas pequenas alteracdes
no tempo de sonicagcdo e no comprimento de onda maximo e modificacdo na marca
do solvente utilizado para extracdao. Os resultados demonstraram que essas
modificagdes nos fatores em estudo nao interferiram na determinacéo quantitativa

do farmaco por E UV, demonstrando a robustez do método analitico.

Os resultados obtidos indicaram que o método analitico por E UV apresentou
especificidade, linearidade, precisdo, exatidao e robustez, demonstrando-se
adequado para determinacao quantitativa do farmaco em 272 nm e 343 nm.

A validacao do método por E UV esta publicado online no Periédico Quimica
Nova 2012, v.35(1), p.193-197 com o titulo de “Gemifloxacin mesylate (GFM): UV
spectrophotometric method for quantitative determination using experimental
design for robustness evaluation’.
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6.3. Validacao do método por E Vis

Paper: High selective colorimetric method to determine gemifloxacin mesylate
in the presence of the synthetic impurity 1-cyclopropyl-6-fluoro-7-chloro-4-oxo-
1,4-dihydro-1,8-naphthyridine-3-carboxylic acid.

Aceito para publicacao no Periédico Journal of AOAC International
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A validacdo do método por E VIS foi baseada na capacidade da amina
primaria, presente na molécula de MGF, em formar complexos de par-idbnico com
derivados sulfoftaleinas, como, por exemplo, o verde de bromocresol, em meio
tamponado acido (pH entre 3 e 4). O complexo de par-ibnico formado foi extraido

com cloroférmio.

As condicdes oOtimas de andlise foram definidas utilizando um desenho
experimental de composto central (Minitab®) para verificacdo das melhores
condicoes de formacao do complexo de par-idnico. A definicdo dessas condicdes foi
realizada por meio da variagdo da concentracdo e do pH da solugcao tampao de
biftalato de potassio, utilizada para promover a formacao do complexo de par-iénico

entre o farmaco e o derivado sulfoftaleina.

O método demonstrou especificidade para a determinacdo do farmaco na
presenca dos excipientes da formulacdo e da principal impureza de sintese do
farmaco (acido 1-ciclopropil-6-flior-7-cloro-4-oxo-1,4-diidro-1,8-naftiridina-3-
carboxilico). A linearidade foi demonstrada na faixa de 12 pg/ml a 28 pg/ml e
apresentou um coeficiente de correlagdo de 0,9984. A andlise estatistica realizada
pela ANOVA demonstrou que os dados obtidos apresentaram regressao linear
significativa e desvio de linearidade ndo-significativa (a = 0,05).

Os resultados demonstraram a precisao intermediaria e a repetibilidade do
método analitico com valores de DPR inferiores a 2,0% nas analises de
determinacdo quantitativa. Faixas de recuperacdo de 102,21% a 103,04%,
demonstraram a exatiddo do método analitico. A robustez, avaliada por meio de
pequenas alteracbes no tempo de extracdo do complexo formado, volume de
solucdo tampao de biftalato de potassio e do volume de solucdo de verde de
bromocresol, foi realizada utilizando um desenho experimental de Plackett-Burmann.
Os resultados obtidos durante a validacdo demonstraram a adequabilidade do
método desenvolvido para determinacdo do farmaco MGF nos comprimidos

revestidos.

O trabalho de validacdo do método por E VIS para determinacao quantitativa
do MGF em comprimidos revestidos esta aceito para publicacdo no Periddico
Journal of AOAC International. O trabalho sera publicado com o seguinte titulo: High
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selective colorimetric method to determine gemifloxacin mesylate (GFM) in the
presence of the synthetic impurity 1-cyclopropyl-6-fluoro-7-chloro-4-oxo-1,4-

dihydro-1,8-napthyridine-3-carboxylic acid.
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Paper: Stability-indicating LC assay and determination of system suitability
limits with a robustness test of gemifloxacin mesylate in tablets

Publicado no Periédico Current Analytical Chemistry, v. 6, p. 269, 2010
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O desenvolvimento do método por CLAE foi realizado objetivando a
separacao entre uma impureza de sintese presente na SQR de MGF e o farmaco. A
partir de estudos preliminares as condicoes cromatograficas foram definidas
utilizando como fase mével uma mistura de trietilamina 0,3% (pH 3, ajustado com
acido fosférico 10%) e acetonitrila (70:30), vazdo de 1 ml/min, coluna Eclipse® C18,
deteccdo em 272 nm e volume injetado de 20 pl. Estudos de degradacéao forcada,
realizados para validagdo do método analitico indicativo de estabilidade,
demonstraram a instabilidade do farmaco na SQR e nos comprimidos revestidos a
hidrélise basica (NaOH 0,01 M), acida (HCI 0,1M), fotdlise (radiagdo UVA e UVC) e
ao calor seco. No entanto, os produtos de degradacao forcada nao interferiram na
quantificacdo do farmaco, verificado pelas ferramentas do software de pureza do
pico de MGF.

A linearidade do método foi comprovada na faixa de 5 a 40 pg/ml por meio da
ANOVA, onde se verificou que ndo ocorreu desvio de linearidade. A regresséo linear
dos dados foi significativa para a = 0,05, com um coeficiente de correlacdo de
0,9998. A precisdao, demonstrada por meio da precisdo intermediaria e da
repetibilidade, apresentou valores de DPR inferiores a 2,0%. Faixas de recuperacgéo
de 100,78% a 102,19% demonstraram a exatiddo do método analitico por CLAE.

Um desenho experimental de Plackett-Burmann foi realizado para verificacao
da robustez do método analitico e para a definicao dos limites de adequabilidade do
sistema nas condicdes validadas. Modificacées no pH da fase mével, porcentagem
de acetonitrila, temperatura da coluna, vazdo, comprimento de onda de deteccéo e
marca da coluna, ndo influenciaram na determinagdo quantitativa do farmaco,
demonstrando a robustez do método analitico. A partir dos resultados obtidos
durante o desenho experimental também foram definidos os limites de
adequabilidade do sistema: resolucéo de 4,67 entre o farmaco MGF e a impureza de
sintese presente na SQR, assimetria: 1,42, numero de pratos tedricos: 7190 e fator

de retengao: 1,92 para o pico de MGF.

Os resultados obtidos durante a validacao demonstraram a adequabilidade do
método desenvolvido por CLAE para quantificar o MGF nos comprimidos revestidos,
mesmo na presenca de potenciais produtos de degradacdo formados. Nesta parte

do trabalho também foi realizada a determinacao da cinética de fotodegradacao de
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uma solucdo metandlica de MGF exposta a radiacdo UV A. Nas condigdes de
estudo o farmaco apresentou uma degradacdo de primeira ordem de reagdo, com
valores de constante especifica de reacdo (k) de 0,0352 min™ e um valor de tgo de
3,01 min.

A validacdo do método por CLAE esta publicado no Periddico Current
Analytical Chemistry, v.6, p.269, 2010 com o titulo de “Stability-indicating LC
assay and determination of system suitability limits with a robustness test of
gemifloxacin mesylate in tablets”.
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Paper: Gemifloxacin mesylate (GFM) stability evaluation applying a validated
bioassay method and in vitro cytotoxic study

Publicado no Periédico Talanta, v. 83, p. 1774, 2011
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O desenvolvimento do ensaio microbiolégico para a determinagdo da
poténcia do MGF em comprimidos revestidos foi realizado por meio da
otimizacdo de métodos previamente descritos para analogos quinolénicos. O
objetivo era a obtencdo de halos de inibicdo bem definidos e de tamanho
adequado para determinacao da poténcia do farmaco MGF, de forma precisa e
exata. A partir de estudos preliminares as seguintes condi¢cdes foram definidas:
micro-organismo Staphylococcus epidermidis 2% como suspensao de indculo,
meio de cultura numero 1, metanol e solucdo tampéo fosfato pH 6,0 1% (FB 5,
2010) como diluentes das solugdes e concentragdes de trabalho na faixa de 5 a

4,5 pg/ml para as solugdes padrao e amostra.

Estudos de degradacado forcada, realizados nas mesmas condicdes
definidas para o método por CLAE indicativo de estabilidade, demonstraram
equivaléncia nos resultados de degradacao do farmaco, demonstrando que os
produtos de degradacao obtidos nao interferem na determinacao de poténcia
do farmaco. Durante a especificidade também foi demonstrado que a principal
impureza de sintese e os excipientes da formulacdo ndo possuem atividade
significativa nas condi¢cdes do estudo, ou seja, ndo ocorreu a formacédo de

halos de inibicao.

O método apresentou linearidade na faixa estudada (5 a 4,5 pg/ml), bem
como, precisdo e exatiddo para determinagdo do farmaco nos comprimidos
revestidos. Modificacées no pH da solucédo tampao diluente e na concentracéo

da suspensao do in6culo demonstraram a robustez do método analitico.

Os resultados obtidos durante a validacdo demonstraram a
adequabilidade do ensaio microbiolégico para determinacdo da poténcia do
MGF nos comprimidos revestidos, bem como, a intercambialidade do ensaio
microbiolégico com o método fisico-quimico, previamente desenvolvido por
CLAE.

A validacdo do ensaio microbiolégico esta publicado no Periddico
Talanta (v.83, p.1774, 2011, doi:10.1016/j.talanta.2010.11.069) com o titulo de
“Gemifloxacin mesylate (GFM) stability evaluation applying a validated
bioassay method and in vitro cytotoxic study”.
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Paper: Simultaneous analysis of gemifloxacin mesylate and its main
synthetic impurity by an optimized capillary zone electrophoretic method.

Artigo submetido a publicacao
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O desenvolvimento do método por EC foi realizado objetivando a separacéao e
quantificacdo do farmaco MGF e de sua principal impureza de sintese (acido 1-
ciclopropil-6-flior-7-cloro-4-oxo-1,4-diidro-1,8-naftiridina-3-carboxilico). Durante o
desenvolvimento do método analitico uma série de condigées experimentais foram
avaliadas, com modificacbes no sal, pH e concentracdo da solucdo tampéo do
eletrdlito, temperatura do capilar, corrente aplicada e tempo e modo de injecdo. As
condicOes eletroforéticas otimizadas foram: solugdo tampao de borato de sédio 25
mM pH 10 como eletrdlito, corrente de 30 kV, capilar de 50 um de didmetro interno e
48 cm (40 cm efetivo), tempo de injecdo hidrodindmica por pressao de 6 seg e
comprimento de onda de detecgcdo de 220 nm. Nessas condi¢coes obtiveram-se
valores de adequabilidade do sistema satisfatorios para as substancias analisadas
(MGF, impureza de sintese e o padrdo interno de acido salicilico utilizado como

padrao interno) e um tempo de analise extremamente curto (2,5 minutos).

Estudos de degradacao forcada demonstraram a suscetibilidade do MGF a
hidrélise basica e acida, a fotdlise e ao calor seco. No entanto, os produtos de
degradacao formados nao interferiram na quantificagcdo do MGF, demonstrando a
seletividade do método. Estudos comprovaram a linearidade na faixa de 20,0 a 80,0
ug/ml para o farmaco MGF e de 3,0 a 20 ug/ml para a impureza de sintese. Os
valores de coeficientes de correlagdo foram de 0,9961 e de 0,9979 para o MGF e
para a impureza de sintese, respectivamente. A analise da varidncia (ANOVA)
demonstrou que existe regressao linear e nao existe desvio de linearidade para os
dados obtidos para ambos as substancias.

A preciséo foi avaliada por meio da repetibilidade e da precis&do intermediéria.
Os resultados apresentaram valores de DPR inferiores a 2,0% para a quantificacdo
do MGF nos comprimidos revestidos e inferiores a 5,0% para a impureza de sintese,
0s quais, de acordo com a literatura, estdo adequados (ERMER et al., 2005).

A exatidao foi avaliada por meio do teste de recuperacdo. A faixa de
recuperacdo do MGF variou de 98,10% a 99,34% demonstrando a exatiddao do
método para quantificagdo do MGF nos comprimidos revestidos. A faixa de
recuperacao da impureza de sintese variou de 94,20% a 102,64%, demonstrando-se
adequada para a quantificacao de impurezas em produtos farmacéuticos (ERMER et
al., 2005).
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A avaliacdo da robustez para a determinacdo do MGF e da impureza de
sintese foi verificada com a utilizacdo de um desenho experimental de Plackett-
Burmann. Os resultados obtidos demonstraram que pequenas modificacoes nos
fatores avaliados (pH do eletrdlito, concentracdo molar do eletrdlito, voltagem
aplicada, temperatura do capilar, comprimento de onda de deteccdo e tempo de
injegdo) ndo interferiram significativamente na quantificagdo do farmaco e de sua

principal impureza de sintese.

A validacao do método por EC para determinacao quantitativa do MGF e de
sua principal impureza de sintese (4cido 1-ciclopropil-6-flior-7-cloro-4-oxo-1,4-diidro-
1,8-naftiridina-3-carboxilico) em comprimidos revestidos esta submetido a publicagéo
com o titulo de “Simultaneous analysis of gemifloxacin mesylate and its main
synthetic impurity by an optimized capillary zone electrophoretic method’.
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DISSOLUCAO DE COMPRIMIDOS DE MGF

Paper: Gemifloxacin mesylate (GFM): dissolution test based on in vivo data

Artigo submetido a publicacao







TESTE DE DISSOLUGAO

7.1. Introducao

A absorcdo de farmacos apds administragcdo oral, a partir de formas
farmacéuticas sélidas, depende de sua liberacdo da forma farmacéutica, da
dissolucdo ou solubilizacdo sob condigdes fisioldégicas e da permeabilidade através
das membranas. Fatores relacionados ao paciente, tais como fisiologia da
membrana, fluxo sanguineo e pH do trato gastrintestinal, bem como fatores
relacionados ao farmaco e a formulacdo, como solubilidade e natureza quimica do
farmaco, polimorfismo, coeficiente de particdo, quiralidade, tamanho de particula,
entre outros, tornam o processo de absorcdo complexo e variavel. Qualquer fator
que afete a desagregacdo ou a dissolugdo pode afetar a biodisponibilidade do
farmaco (SHARGEL et al., 2005).

A classificacdo biofarmacéutica do farmaco pode ser utilizada no
desenvolvimento do método de dissolugcdo e verificagdo da possibilidade de
realizacdo da correlagdo in vivo-in vitro (CIVIV). De acordo com AMIDON e
colaboradores (1995), os farmacos podem ser classificados em quatro classes

biofarmacéuticas:
» Classe 1: alta solubilidade e alta permeabilidade;
» Classe 2: baixa solubilidade e alta permeabilidade;
» Classe 3: alta solubilidade e baixa permeabilidade;
> Classe 4: baixa solubilidade e baixa permeabilidade;

A CIVIV é esperada quando a dissolucao é a etapa limitante da absorcao do
farmaco na circulacdo, ou seja, para aqueles com baixa solubilidade. Por essa
razdo, se o farmaco é altamente permeavel e a dissolucdo € a etapa limitante da
absorcao (Classe 2), € muito provavel o desenvolvimento de uma CIVIV (AMIDON et
al., 1995; FDA, 2000).

Além da possibilidade da CIVIV, o teste de dissolugéo é requisito fundamental
na industria farmacéutica para assegurar a qualidade lote a lote do produto
farmacéutico, desenvolvimento de novas formulacdes e garantir a qualidade apds

mudancas na formulagdo e no processo de producdo, avaliar a qualidade da
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formulacdo em funcdo do tempo e condicbes de armazenamento durante o periodo
de validade do produto (FDA, 1997; MARQUES e BROWN, 2002). Devido a isso, 0
teste de dissolucao é exigido pelo FDA para todos os produtos apresentados como
formas farmacéuticas soélidas de uso oral (SHARGEL et al., 2005).

O percentual de dissolugédo pode ser influenciado por diversos fatores, dentre
0S quais o processo de fabricacdo da forma farmacéutica, os tipos e quantidades de
excipientes utilizados, o teor de agua e as propriedades fisico-quimicas do farmaco
(SKOUG et al.,, 1997). A selecédo criteriosa das condi¢cdes de ensaio deve ser
orientada no sentido de obter o maximo poder discriminativo, resultar na capacidade
de deteccao de eventuais desvios dos padrdes de qualidade inicialmente propostos
e distinguir mudancas significativas na composicdo ou no processo de producao
(MANADAS et al., 2002; USP 34, 2011).

Os meios de escolha mais usuais para o desenvolvimento do teste de
dissolucao sao acido cloridrico diluido, solu¢des tampdes na faixa de pH fisiolégico,
agua e tensoativos (polissorbatos 80, sais biliares e laurilsulfato de sédio). A escolha
do meio ideal para ensaios de rotina deve estar relacionada com a capacidade
discriminativa, estabilidade do farmaco no meio e relevancia do desempenho in vivo-
in vitro, quando possivel (USP 34, 2011). Além disso, o conhecimento das
propriedades fisico-quimicas do farmaco, como pKa, solubilidade, funcao da relacao
pH/tensoativo e estabilidade em funcédo do pH sdo de suma importancia (SKOUG et
al., 1997).

Conforme anteriormente relatado, a literatura pesquisada ndo apresenta a
descricdo completa da validagdo do teste de dissolucdo e estudos de CIVIV para
comprimidos de MGF. Diante disso, justifica-se o desenvolvimento e validagdo de
um teste de dissolugdo a partir de dados de absorcéo in vivo obtidos da literatura

para comprimidos do farmaco.

A validacdo de métodos analiticos para dissolucdo de formas farmacéuticas
sélidas deve incluir a avaliagdo da especificidade, estabilidade do farmaco no meio
de dissolucgao, precisdo, exatidao, linearidade e robustez.

O principal objetivo do trabalho foi o desenvolvimento de um teste de

dissolucado baseado em dados in vivo obtidos da literatura. A partir desses dados,
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realizou-se, com auxilio do programa Scientist v.2. (MicroMath, USA), utilizando
modelo de dois compartimentos abertos via oral, a modelagem dos dados e a
determinacdo dos valores das microconstantes de distribuicdo (k2 e koy) € da
constante de eliminacao (ko). A partir desses valores foi determinada a fracao
absorvida (FA) do farmaco nas condi¢cdes do estudo utilizando o método de Loo-

Riegelman.

Estudos de solubilidade demonstraram que a SQR de MGF apresentou
condicao sink em HCI 0,01 M e tampéao fosfato de potassio 50 mM pH 4,0, No
entanto, em tampao fosfato de potassio 50 mM pH 6,0, o farmaco apresentou a
solubilidade total da dose (320 mg) em 900 ml de meio de dissolucdo. Em tampéo
fosfato de potassio 50 mM pH 6,8, a solubilidade do farmaco demonstrou-se muito

baixa e ndo ocorreu a solubilizagido total da dose.

Os resultados de ensaios preliminares de dissolucado utilizando 900 ml de
meios de dissolugcao utilizando HCI 0,01 M, tampéao fosfato de potassio 50 mM pH
6,0 e tampéao fosfato de potassio 50 mM pH 6,8, equipamento com pas e rotacdo de
50 rpm demonstraram similaridade entre a fracdo absorvida do farmaco e o perfil de
dissolucdo utilizando tampéao fosfato de potassio 50 mM pH 6,0. Diante disso, 2
perfis de dissolugdo com 12 comprimidos foram realizados e os valores de fragao
dissolvida versus fracdo absorvida foram plotados. O valor do coeficiente de
correlacéo entre a FA do farmaco, obtida a partir de dados in vivo da literatura e a
fracado dissolvida (FD) utilizando tampéo fosfato de potassio 50 mM pH 6,0 como
meio de dissolugdo e equipamento com pas e rotacdo de 50 rpm foi de 0,9926,
demonstrando um 6étimo coeficiente de correlacdo entre os dados. O valor do
coeficiente de correlagao entre a FA do farmaco, obtida a partir de dados in vivo da
literatura e a fracao dissolvida (FD) utilizando HCI 0,01 M como meio de dissolugao e
equipamento com pas e rotacdo de 50 rpm foi de 0,7767. Nessas condi¢des
concluiu-se a condicao utilizando tampao fosfato de potassio 50 mM pH 6,0 simula

melhor o comportamento do farmaco MGF in vivo.

O teste de dissolucdo foi validado utilizando os seguintes parametros
analiticos: especificidade, precisdo, exatidao, linearidade e robustez. A estabilidade
do farmaco no meio de dissolucado e na fase movel, bem como, a interferéncia do

filtro utilizado também foi avaliada.
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O trabalho descrevendo o desenvolvimento de um teste de dissolucdo de
comprimidos revestidos de MGF simulando o comportamento in vivo esta submetido
a publicacdo com o titulo de “Gemifloxacin mesylate (GFM): dissolution test

based on in vivo data”.
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ESTUDO DE ESTABILIDADE

8.1 Introducao

A estabilidade é definida pela Farmacopeia Americana (USP 34, 2011), como
a capacidade que um produto possui em manter as mesmas propriedades e
caracteristicas que possuia no periodo de sua producdao, dentro de limites
especificados e do periodo de validade. A estabilidade pode ser dividida em cinco

tipos:

Quimica: integridade quimica do farmaco e da poténcia declarada dentro dos

limites especificados.

Fisica: caracteristicas fisicas originais de aparéncia, palatabilidade,

uniformidade e dissolucao.
Microbiolégica: esterilidade ou resisténcia ao crescimento bacteriano.
Terapéutica: manutencao do efeito terapéutico.
Toxicolégica: sem aumento significativo da toxicidade.

A determinacao da estabilidade fornece informacdes sobre como a qualidade
da matéria-prima ou mesmo do produto acabado pode ser influenciada por uma
série de fatores fisicos e quimicos, tais como, temperatura, umidade, luz, gases
atmosféricos, solventes, pH, interacées, contaminacdo microbiolégica, entre outros
(KOMMANABOYINA e RHODES, 1999; MATTHEWS, 1999). Além disso, fatores
como incompatibilidades, oxidacdes, reducdes, hidrélise e racemizacbes também
podem ocasionar a degradacao desses produtos (NUDELMAN, 1975).

De acordo com o ICH (2003), os testes de estabilidade devem ser conduzidos
em duas etapas: testes acelerados e testes confirmatorios. Os testes acelerados de
estabilidade (degradacéao forgcada) servem para identificar os fatores que provocam a
degradacao do farmaco, selecionar os critérios de conducdo dos testes e para
avaliar a adequabilidade das técnicas analiticas. Os estudos confirmatérios devem
ser realizados para propiciar informacdes necessarias sobre a manipulacéo,
embalagem e rotulagem dos produtos e para verificar se as caracteristicas fisicas,
quimicas, biolégicas e microbiolégicas do produto se mantém durante e,
opcionalmente, depois do prazo de validade esperado (BRASIL, 2005).
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O estudo de estabilidade do MGF foi realizado por meio da degradacao
forcada do farmaco para o desenvolvimento dos métodos analiticos indicativos de
estabilidade (Capitulo Ill) e do isolamento e elucidagao estrutural do produto de
degradacao majoritario, obtido nos estudos de degradacdo forcada, descrito no

artigo a seguir apresentado.

A partir dos resultados de degradacao forcada realizados para validagdo do
método analitico por CLAE, condi¢cdes mais drasticas em meio acido (HCI 1 M),
radiagdo UV A (60 minutos) e meio alcalino (NaOH 0,2 M) foram utilizadas para
verificacdo do produto de degradacao majoritaria do MGF em comprimidos
revestidos.

Os estudos demonstraram que o produto obtido em condicbes alcalina apoés
neutralizacdo com acido (HCI 0,2 M) foi considerado como o produto de degradacao
majoritario. Diante disso, as condicées cromatograficas desenvolvidas e validadas
para o método indicativo de estabilidade por CLAE, foram otimizadas, com a
utilizagdo de uma coluna semipreparativa, o que propiciou um volume de 90 ul de
solugédo degradada e fase mével foi constituida de agua e acetonitrila (70:30) para o
isolamento do produto de degradacao majoritario.

Ensaios utilizando o método analitico indicativo de estabilidade por CLAE
foram realizados para verificacdo da pureza das fracbes coletadas utilizando o

método em condi¢des semipreparativas.

Apés o isolamento de quantidade suficiente para a elucidacao estrutural (30
mg), analises por ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e carbono (RMN 'H
e RMN *C) e de correlacdo (COSY, HSQC e HMQC), espectrofotometria no
infravermelho (E IV), espectrofotometria no ultravioleta (E UV), espectrometria de
massas (EM) e emissao atébmica por fotometria de chama foram realizados.

Os resultados demonstraram que o provavel produto de degradacéo isolado é
o sal sédico do acido 7-amino-1-ciclopropil-6-fluor-1,4-diidro-4-oxo-1,8-naftiridina-3-

carboxilico.
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O trabalho descrevendo o isolamento e a elucidagao estrutural do produto de
degradacdao majoritdrio de MGF estd submetido a publicacdo com o titulo de
“Structural elucidation of gemifloxacin mesylate degradation product”.
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ESTUDOS DE SEGURANGA BIOLOGICA

9.1 Introducao

De acordo com os Guias do ICH Q3A(R2) e Q3B(R2) é de suma importancia
a elucidacao estrutural e a determinacdo da seguranca biol6gica de impurezas e
produtos de degradacdo em farmacos e produtos acabados, presentes em

quantidades superiores ao especificado.

Diante disso, as Agéncias Regulatérias tem enfatizado a necessidade da
avaliacao dos riscos que apresentam as substancias quimicas sobre a saude publica
€ 0 meio ambiente, para 0s quais preconiza geralmente o ensaio com animais. No
entanto, a literatura apresenta uma série de ensaios in vitro com o objetivo de
substituir ou reduzir o nUmero de animais nos teste de toxicidade. Neste contexto, os
ensaios de citotoxicidade se encontram entre os métodos in vitro utilizados com
maior frequéncia para prever a toxicidade de uma substancia (MARTINEZ-
HIDALGO, 2007).

O teste de citotoxicidade em linhagens celulares tem sido proposto como uma
alternativa para o ensaio de toxicidade aguda. O teste permite a utilizacdo de
diferentes linhagens celulares de hepatomas HepG2 ou queratinécitos. A utilizacao
de fibroblastos de ratos (3T3) também tem sido proposta para definicdo da dose
inicial para os ensaios de toxicidade aguda, o qual ainda deve ser realizado em
animais (MARTINEZ-HIDALGO, 2007).

No entanto, a Organizacao para Cooperacédo e Desenvolvimento Econémico
(OECD) desde 2004 preconiza a utilizacdo de um teste validado in vitro para a
determinacao do potencial fototéxico de determinadas classes de substancias. O
teste da OECD 432 (2004) utiliza linhagem de células de fibroblastos de rato (3T3) e
mecanismo de recaptac¢ao do vermelho neutro (NRU) para determinagao da redugao
da viabilidade das células expostas as substancias quimicas. A avaliacdo do
potencial fototoxico (PIF) de uma substancia é realizada por meio da relagao entre a
concentracdo da substancia que reduz a viabilidade celular em 50% em relacdo a
um controle nao-tratado, na presenca e na auséncia de radiacdo UV-A. Uma
substancia é considerada fototoxica se o valor de PIF for superior a 5. O teste
validado pela OECD se adapta ao principio de substituicdo da politica dos 3 R
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(reducao, substituicao e refinamento), evitando a utilizacao de animais nos enaios e

a utilizacdo de um modelo experimental alternativo in vitro.

Os testes de genotoxicidade sao definidos como testes in vivo e in vitro
utilizados para detectar componentes que possam induzir diretamente ou
indiretamente danos genéticos por varios mecanismos. Devido a essa
complexidade, ndo existe um ensaio Unico que possa ser utilizado, mas uma bateria
de testes. A literatura preconiza ensaios em linhagens de bactérias para verificacao
do potencial mutagénico e testes in vitro e in vivo para avaliacdo do dano
cromossémico em células de mamiferos e em células hematopoiéticas de roedores,
respectivamente (ICH S2B, 1998).

A determinacdo do potencial citotéxico e fototdxico do farmaco MGF e de
suas substancias relacionadas foi realizada de acordo com o Guia da OECD 432
(2004) e o potencial genotdxico foi realizado utilizando o ensaio cometa. Objetivou-
se a realizagdo desses ensaios devido ao potencial fototdéxico e genotdxico atribuido

a alguns integrantes da classe das fluorquinolonas.

Os resultados de citotoxicidade utilizando o método de recaptacdo do
vermelho neutro (NRU) e de reducado do sal de tetrazdlico (MTT) demonstraram o
maior potencial citotdéxico e fototdxico da principal impureza de sintese (acido 1-
ciclopropil-6-flior-7-cloro-4-oxo-1,4-diidro-1,8-naftiridina-3-carboxilico) e do produto
de degradacao isolado e elucidado (sal sédico do acido 7-amino-1-ciclopropil-6-fluor-
1,4-diidro-4-oxo-1,8-naftiridina-3-carboxilico) de MGF em comparagdo com o préprio

farmaco.

A determinacgéo do potencial de fotoirritacdo (PIF) utilizado para determinacgéo
do potencial fototéxico de uma substancia, apresentou valores superiores a 5 para a
impureza de sintese e para o produto de degradacdo, o que demonstra o potencial
fototoxico das mesmas. O valor encontrado para o MGF na faixa de 2 a 5 demonstra
que o farmaco € uma substancia com provavel potencial fototoxico (OECD 432,
2004).

Estudos de genotoxicidade e fotogenotoxicidade demonstraram o maior
potencial genotoxico do MGF em comparagdo com suas substancias relacionadas
nas condicoes de estudo.
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Os estudos de seguranca bioldgica do farmaco MGF de suas substancias
relacionadas, incluindo estudos de citotoxicidade, fototoxicidade, genotoxicidade e
fotogenotoxicidade estdo submetidos a publicagdo com o titulo de “Biological
safety studies of Gemifloxacin mesylate and related substances’.
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O farmaco mesilato de gemifloxacino (MGF), fluoroquinolona de quarta
geracao, utilizado para o tratamento da pneumonia adquirida da comunidade e da
exacerbacdo aguda da bronquite crénica, embora de importancia clinica na terapia
medicamentosa, nao apresenta monografia nos Cédigos Oficiais, 0 que demonstra a
importancia do desenvolvimento dos métodos analiticos qualitativos e quantitativos,
teste de dissolucéo, estudo de estabilidade e dos ensaios de seguranca biolégica do
farmaco, de modo a garantir a administracdo do medicamento de uma maneira

segura e eficaz.

Os primeiros estudos realizados foram de caracterizacdao da SQR de MGF
empregando a analise térmica por calorimetria exploratoria de varredura (DSC), faixa
de fusdo, espectroscopia na regiao do IV (E IV) e a ressonancia magnética nuclear
(RMN) de hidrogénio ('H) e carbono (°C).

A utilizacdo da analise térmica por DSC para determinacao da pureza de um
produto farmacéutico é realizada assumindo que qualquer impureza presente
diminuira e alargara a faixa de fusao caracteristica do produto puro. Isto significa que
o perfil do pico de uma substancia pura apresenta-se extremamente afilado em um
espectro de DSC. No entanto, se existirem impurezas, nota-se a diminuigcdo na
temperatura da faixa de fusdo e o pico torna-se mais alargado ou, ainda, ocorre o
aparecimento de outros picos (FORD e TINMINS, 1989). Entretanto, o método nao é
indicado para produtos que decompdem durante a fusdo, conforme verificado para o
MGF. Resultados insatisfatorios também foram obtidos utilizando o método de
capilar devido a decomposicdo do farmaco durante a fusdo. A determinacao pode
ser realizada utilizando o método tipo Kofler, no qual a SQR de MGF apresentou
faixa de fusdo de 200,8 °C a 204,1 °C, semelhante aquela especificada no
Certificado de Andlise (201,2 °C a 205,4 °C; LG Life Sciences, 2008). A mudanca de
estado fisico verificada pelo método tipo Kofler pode ser utilizada para
caracterizacao e identificacdo do farmaco MGF.

A E IV determina informagdes estruturais sobre a molécula em estudo. As
absorcoes das ligagdes presentes na molécula sdo determinadas em faixas do
espectro na regiao do IV, por meio da analise de bandas caracteristicas dos grupos
funcionais presentes. O espectro de absor¢cdo no IV pode ser utilizado como a

impressao digital da molécula, ou seja, comparando o espectro de absorcéo no IV
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de duas substancias, pode-se estabelecer se as mesmas sado idénticas. Se o
espectro IV coincidir banda a banda, pode-se concluir, na maioria dos casos, que as
substancias apresentam a mesma identidade (PAVIA et al., 2001). A interpretacéo
das bandas do espectro de absorcao no IV da SQR de MGF permitiu a obtencao de
informacdes estruturais dos grupos funcionais, os quais confirmaram a identidade da

molécula.

A caracterizacdo da SQR de MGF também foi realizada por meio da RMN de
'H e de ®C. A RMN é uma técnica extremamente eficaz para caracterizar
exatamente uma estrutura quimica em matérias-primas (WATSON, 2005). Os
resultados obtidos nos ensaios para a SQR de MGF demonstraram que os sinais

obtidos estao de acordo com as atribuicbes esperadas para a molécula de MGF.

Além disso, as informagées obtidas nas técnicas de E IV e da RMN de 'H e
8C foram importantes para a elucidagdo da estrutura quimica do produto de

degradacao isolado.

A utilizagdo dos métodos por E IV, RMN de 'H e 'C e faixa de fusdo
permitiram caracterizar a SQR de MGF, ensaios necessarios para utilizacao segura
como padrao nos estudos realizados. Além disso, possibilita a publicacdo desses
dados, 0s quais ndao constam na literatura pesquisada, gerando informagdes Uteis

para o desenvolvimento de novos trabalhos cientificos com o farmaco.

A determinacao da solubilidade da SQR de MGF pelo método de partes da
Farmacopeia Brasileira (FB 5, 2010) gerou informacdes para conhecimento dos
solventes que poderiam ser utilizados no desenvolvimento dos métodos analiticos
qualitativos e quantitativos. A agua foi o solvente que apresentou a maior
solubilidade da SQR de MGF, porém devido as diferengas encontradas de pH entre
as solugdes padrao e amostra, nao foi possivel sua utilizacdo como solvente.
Alternativamente, foram testadas solu¢cdes aquosas tamponadas, todavia a

solubilidade do farmaco mostrou-se inferior.

Para o desenvolvimento do método de identificacdo por CCD foram testadas
diversas combinacdes de solventes organicos e agua em diferentes proporgdes, a
fim de verificar qual sistema eluente permitiria a obtencdo de Rf e Rx adequados

para a separagdo de MGF e cloridrato de ciprofloxacino. O sistema eluente que
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proporcionou a melhor separacdo dos farmacos, com fatores de retencao
satisfatorios foi constituido de uma mistura de butanol, agua, hidréxido de aménio e
acetona (10:15:15:60, v/v). A utilizacdo do método por CCD permitiu identificar o
farmaco MGF nos comprimidos revestidos por meio da comparacao dos valores dos
fatores de retencédo (Rf) obtidos com a SQR de MGF (Figura 5.2). Além disso, os
resultados demonstraram a capacidade do método desenvolvido em separar
substancias com estruturas quimicas semelhantes (MGF e cloridrato de
ciprofloxacino), ou seja, apresenta seletividade adequada para diferencia-las,
conforme verificado pelo valor de Rx obtido (1,14). Os valores de Rf obtidos de 0,57
e 0,65 para cloridrato de ciprofloxacino e MGF, respectivamente, mostraram-se

adequados para as analises qualitativas.

Os espectros na regiao do UV, na faixa de 200 a 400 nm, obtidos para as
solugbes da SQR de MGF e da amostra dos comprimidos de MGF em metanol
(Figura 5.4) apresentaram maximos e minimos de absorcdo nos mesmos
comprimentos de onda. Nessas condi¢cdes, os comprimentos de onda de absorcéo
selecionados para determinagao quantitativa foram de 272 nm e 343 nm.

A semelhanca e o mesmo comprimento de onda maximo de absorcédo
(417 nm), obtidos entre o complexo formado do farmaco MGF com o reagente verde
de bromocresol, em tampéo biftalato pH 3,3, nos espectros das solu¢des da SQR e
dos comprimidos permitiu a utilizacdo do método por E VIS para analisar
qualitativamente o farmaco no produto acabado (Figura 5.5). Posteriormente, essas
condicoes foram utilizadas para validacdo do método para determinacao quantitativa
do farmaco MGF nos comprimidos revestidos.

A semelhanca entre os tempos de retencao relativos obtidos (ir = 5,6 minutos)
no método por CLAE para a SQR de MGF e para solu¢cao amostra dos comprimidos
de MGF (Figura 5.6), bem como a similaridade entre os respectivos espectros,
(Figura 5.7) permitiram identificar o farmaco MGF na forma farmacéutica.

A identificacdo também pode ser realizada utilizando o método por EC. A
semelhanca entre os tempos de migracdo obtidos (1,69 minutos) e os espectros
para a SQR de MGF e para a solugdo amostra dos comprimidos de MGF demonstra
a identificacao positiva do farmaco nos comprimidos revestidos (Figuras 5.8 € 5.9).

101



DISCUSSAO GERAL

A literatura pesquisada apresenta poucos artigos publicados descrevendo
métodos quantitativos para controle de qualidade do farmaco e dos comprimidos
revestidos. A quantificacdo por E VIS é descrita em dois artigos de KRISHNA e
SANKAR (2008a; 2008b), no qual o farmaco é complexado por meio de métodos de
transferéncia de carga e de par ibnico. Em relacdo a quantificagao utilizando a CLAE
€ descrito um meétodo publicado por RANJANE e colaboradores (2010) com
deteccdo UV. TAVARES e colaboradores (2011) recentemente descreveram a
determinacdo de MGF em comprimidos utilizando a EC e a CLAE, ambos
empregando deteccao UV.

Além do método citado acima, a literatura descreve outro artigo publicado
para determinacdo quantitativa do farmaco por EC. O método proposto por
ELBASHIR e colaboradores (2008) utiliza NaOH 0,1 M como diluente, solvente no
qual o f&rmaco mostra-se extremamente instavel, sendo até mesmo utilizado para
degradacao nos estudos de isolamento e identificacdo do produto degradacao nesta
Tese. Em relacdo ao ensaio microbioldgico, na literatura pesquisada ndo foram
encontrados relatos descrevendo a determinacao da poténcia do MGF.

A validacdo do método por E UV, sem a necessidade de derivatizacédo e
complexacao da amostra, permitiu a determinacao qualitativa e quantitativa de uma
maneira rapida e usual, de extrema importancia para o controle de qualidade de
rotina de MGF nos comprimidos revestidos. A validagdo do método por E VIS é uma
alternativa para identificacdo e quantificacdo do farmaco. Além disso, como o
fundamento do método é a complexacdo da amina primaria do farmaco com o
reagente colorimétrico verde de bromocresol e extracdao com cloroférmio, produtos
de degradacao e, mesmo impurezas de sintese, que nao possuem este grupamento
quimico na molécula, nao formam o complexo, o que garante uma maior seletividade
em comparacdo ao método simples por E UV. O método validado por E VIS
demonstrou seletividade adequada para quantificar o farmaco MGF, mesmo na
presenca de sua principal impureza de sintese (acido 1-ciclopropil-6-flior-7-cloro-4-
oxo-1,4-diidro-1,8-naftiridina-3-carboxilico).

Alternativamente, foram testadas combinagcbes dos reagentes colorimétricos
(azul de bromotimol e verde de bromocresol) com diclorometano para extracao dos

complexos formados, porém os resultados apresentaram grande variabilidade.
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Os estudos de degradacdo forcada realizados proporcionaram o
conhecimento dos principais fatores de degradacdo e a validacdo de métodos
indicativos de estabilidade por CLAE, EC e ensaio microbiolégico. Os resultados
obtidos nos ensaios de degradacdo demonstraram a instabilidade de MGF em
condigdes fotoliticas, acidas, alcalinas e térmicas. Durante esta fase do
desenvolvimento dos métodos analiticos objetivou-se a degradacéo entre 5 a 20%
do farmaco na SQR e nos comprimidos, evitando a degradacdo muito drastica
(ALSANTE et al., 2007).

As curvas de pureza obtidas para o pico de MGF, obtido nas diferentes
condicbes de degradacdo, demonstraram a seletividade do método por CLAE,
indicando que, mesmo na presenca de provaveis produtos de degradagcao, o método
apresenta seletividade suficiente para quantificar o farmaco.

A validacao do método por CLAE, com a utilizacao de condi¢des usuais de
coluna (C18) e deteccao (UV) e sem a necessidade de adicdo de sais para
tamponamento da fase mével, permitiu a determinacédo qualitativa e quantitativa de
uma maneira rapida e eficiente. Além disso, a capacidade do método de separagao
de MGF e seus produtos de degradacao, formados em condi¢cdes de estresse,
garante a validacdo de um método cromatografico indicativo de estabilidade,
extremamente Util para estudos de estabilidade do farmaco.

Com base em trabalhos anteriormente desenvolvidos para analogos
quinolénicos, também foi validado o ensaio microbiolégico para determinacao
quantitativa de MGF nos comprimidos revestidos. O método apresenta-se como
alternativo para quantificacdo do farmaco, pois se fundamenta na determinacao da
poténcia do mesmo por meio da inibicdo do crescimento de um micro-organismo
sensivel (HEWITT, 2004).

A EC proporcionou o desenvolvimento e validagdo de um método para
quantificacdo do farmaco MGF e de sua principal impureza de sintese (acido 1-
ciclopropil-6-flior-7-cloro-4-oxo-1,4-diidro-1,8-naftiridina-3-carboxilico) em
comprimidos revestidos. No desenvolvimento do método foram testadas diferentes
condigdes experimentais relacionadas as caracteristicas do farmaco (pKa,
solubilidade e estabilidade), do aparelho (modo e tempo de injecdo, pré-
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condicionamento do capilar, tensédo aplicada e temperatura de analise), tamanho do
capilar de silica fundida e a utilizacdo de quinolonas ou outras substancias como
padrao interno. Devido aos valores de pKa do farmaco MGF, foram avaliados como
eletrélitos solucdes tamponadas de fosfato de potassio monobasico, tetraborato de
sédio, tris(hidroximetillaminometano (TRIS), em diferentes concentracbes molares
(25 mM e 50 mM), na faixa de pH entre 3,0 e 10,0. A voltagem utilizada nos ensaios
variou de 20 kV a 30 kV em capilar de silica fundida com 48 cm (40 cm efetivo). O
método desenvolvido e validado mostrou-se extremamente rapido, simples e
adequado para quantificacao do farmaco e da impureza de sintese nos comprimidos
revestidos.

Os métodos propostos neste trabalho para quantificacdo de MGF em
comprimidos foram comparados estatisticamente utilizando a ANOVA. O resultado
demonstrou que nao houve diferenca significativa (a0 = 0,05) entre os mesmos e,
com isso, os meétodos por CLAE, E UV, E VIS, ensaio microbiolégico e EC
mostraram-se intercambiaveis (Tabelas 13.1 e 13.2 apresentadas nos ANEXOS).

A validacao de diferentes métodos analiticos para a determinagao do farmaco
nos comprimidos revestidos nos permite realizar consideracdées sobre as vantagens
e desvantagens dos mesmos em nossos estudos. A CLAE se mostra o método mais
utilizado pelas Farmacopeias para o controle de qualidade, pois apresenta étima
seletividade para quantificar a substancia de interesse mesmo na presenca de
interferentes. A EC apresentou como grande vantagem, a possibilidade de
determinacdo da principal impureza de sintese nas mesmas condicoes
eletroforéticas desenvolvidas para o farmaco MGF, o que sé seria possivel na CLAE
utilizando um sistema de gradiente. No entanto, nos estudos de degradacéo forcada,
o método nao apresentou sensibilidade ou capacidade de migracao dos produtos de
degradacao, como verificado para a CLAE. O ensaio microbiolégico apresenta a
vantagem de determinar a poténcia do farmaco, ou seja, a atividade frente a micro-
organismos sensiveis. A E UV e a E Vis sdo métodos alternativos para o controle de

qualidade do produto, mesmo apresentando-se menos seletivos.

A literatura descreve as condicdes descritas pelo FDA para realizacdo do
teste de dissolucéo para controle de qualidade dos comprimidos de MGF, utilizando

900 ml de HCI 0,01 M como meio de dissolugcédo e pas a 50 rpm (FDA, 2011). No
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entanto, neste trabalho o objetivo foi desenvolver um teste de dissolucao baseado
em dados in vivo obtidos da literatura. A determinacdo da solubilidade do farmaco
proporcionou o conhecimento dos provaveis meios de dissolucdo. O farmaco
apresentou condicao sink em HCI 0,01M e em tampao fosfato pH 4,5, no entanto

obteve-se solubilidade total da dose em 900 ml de tampéao fosfato pH 6,0.

Estudos preliminares foram realizados utilizando 900 ml de HCI 0,01 M e
tampao fosfato pH 6,0 e pH 6,8 como meios de dissolugcao a 37 °C £+ 0,5 °C e pas a
50 rpm. Os valores de porcentagem do farmaco dissolvido em relagdo ao tempo
foram comparados com a fracdo absorvida do farmaco obtida por meio da
deconvolugao dos dados in vivo, utilizando o método de Loo-Riegelman (SHARGEL
et al., 2005; USP 34, 2011).

Os resultados obtidos para a liberacao do farmaco utilizando tampao fosfato
pH 6,0 demonstraram-se satisfatérios para a validacdo de um teste de dssolucao
baseado em daddos in vivo. Realizaram-se dois perfis de dissolucdo dos
comprimidos de Factive® (n =12) e os valores médios da porcentagem dissolvida
foram plotados com os dados da fracdo absorvida do farmaco, obtendo-se um
coeficiente de correlacao de 0,9926 e um valor de inclinacdo de 0,8703, os quais se
demonstraram adequados de acordo com a literatura (CARDOT e BEYSSAC, 2007;
USP 34, 2011). Diante disso, foi realizada a validacdo do método analitico utilizando

CLAE para determinagao do teor dissolvido de MGF no teste de dissolugao.

O estudo de estabilidade de MGF foi realizado por meio da degradacao
forcada do farmaco, para o desenvolvimento dos métodos analiticos indicativos de
estabilidade, do comportamento do pé triturado dos comprimidos quando exposto a
temperatura de 60 °C (calor seco) e do isolamento e a elucidacao estrutural do

produto de degradacao majoritario obtidos nos estudos de degradacgéao forcada.

Os resultados obtidos pelo método indicativo de estabilidade proposto por
CLAE demonstraram que o farmaco MGF manteve-se estavel ao calor seco a 60 °C,
quando exposto sob a forma de comprimidos triturados, durante o periodo do estudo
de 180 dias (Tabela 13.3 apresentada nos ANEXOS). Estudos de analogos
quinolénicos também demonstraram a estabilidade térmica dos comprimidos de

mesilato de pefloxacino (SOUZA, 1995) e da solucdo injetavel de ofloxacino (EV,
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1997), em diferentes temperaturas (40, 60 e 90 °C) e tempos de exposicao (30, 60 e
90 dias). No entanto, FROEHLICH (1991) verificou aproximadamente 10% de
degradacao do norfloxacino em comprimidos, a 60 °C durante 90 dias, utilizando o
ensaio microbioldgico para determinacao quantitativa.

A partir dos resultados de degradacao forgcada obtidos para a especificidade
do método por CLAE, foram estudadas as condigdes mais favoraveis para o
isolamento e elucidacao estrutural do produto de degradacédo majoritaria do MGF.
Apesar de o farmaco MGF demonstrar ser instavel a hidrélise acida (HCI 0,1 M) e a
radiacao ultravioleta, ndo houve a formacdo de um produto de degradacao

majoritario.

A exposicao do farmaco as condicées de degradacao em hidrélise alcalina em
NaOH 0,2 M por 2 horas provocou o escurecimento da solucdo de MGF. Apéds a
neutralizagcdo com HCI 0,2 M verificou-se a formacao de um precipitado na solucao,
o qual apéds repouso para completa precipitacao, foi centrifugado e seco em estufa a
40 °C. Posteriormente, o precipitado foi solubilizado em metanol e filtrado em
membrana de 0,45 um, para realizacdo do isolamento por CLAE utilizando coluna

semipreparativa.

O desenvolvimento do método por CLAE utilizando coluna semipreparativa
apresentou bons resultados, pois permitiu adequada resolucao entre os produtos de
degradacao formados em condi¢cdes alcalinas e possibilitou a injecdo de 90 ul da
solugdo do produto de degradagédo. Além disso, ensaios realizados utilizando o
método indicador de estabilidade por CLAE demonstraram a pureza da fracao
coletada.

Também foi avaliada a utilizacdo do método por CCD analitica para
separacao dos produtos de degradacado formados em condicées fotoliticas e
basicas. No entanto, analises empregando varias combinagdes de solventes nao
apresentaram resultados satisfatorios, pois ocorria a formagao de cauda, impedindo
a adequada separagao entre os produtos de degradacao formados e o farmaco
MGF. A otimizagdo de um método, utilizando CCD analitica, visava, posteriormente,

a separacao dos produtos de degradacéo por CCD semi-analitica.
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Apoés isolamento de uma quantidade adequada do produto de degradacao por
CLAE semipreparativa, a elucidagéo estrutural, realizada utilizando os métodos de E
IV, EM, RMN de 'H, *C e de correlagdo por COSY, HSQC e HMBC (Figuras 13.1 a
13.6 apresentadas nos ANEXQOS) e determinacao de sédio por espectroscopia de
emissao atdbmica, sugere-se que o produto de degradacgao isolado seja o sal sédico
do acido 7-amino-1-ciclopropil-6-fluor-1,4-diidro-4-oxo-1,8-naftiridina-3-carboxilico.

Como objetivo do trabalho também foi prevista a realizacado dos estudos de
seguranca bioldgica, os quais foram realizados no Departament de Fisiologia da
Facultat de Farmacia da Universitat de Barcelona (Espanha) e na Unidad de
Toxicologia y Ecotoxicologia del Parc Cientific de Barcelona. Esses estudos sédo
justificados pelo potencial fototdxico e genotéxico de alguns membros da classe das
fluorquinolonas.

Os estudos de citotoxicidade e fototoxicidade in vitro foram realizados
utiizando linhagem de células de fibroblastos de ratos 3T3. Os estudos de
citotoxicidade visam a diminuicdo do nimero de animais a serem expostos ao teste
de toxicidade aguda, ou seja, sdo extremamente importantes na politica de reducéo.
O teste de fototoxicidade foi realizado utilizando o método preconizado pela
Organizacao para Cooperacado e Desenvolvimento Econdmico (OECD 432, 2004).
Os resultados demonstraram que a impureza de sintese e o produto de degradacao
isolado sdo mais citotéxicos e fototdxicos que o farmaco MGF, demonstrando a
importancia da determinacdo quantitativa dessas substancias no farmaco e no

produto acabado.

Os estudos de genotoxicidade foram realizados utilizando o ensaio cometa
com a mesma linhagem de células 3T3, utilizadas nos ensaios de citotoxicidade. O
ensaio permite a deteccdo de quebras na estrutura do DNA e, nas condi¢cdes do
ensaio, o farmaco MGF mostrou-se mais genotéxico que suas substancias

relacionadas.
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CONCLUSOES

A caracterizagao por E IV, RMN de 'H, '°C e faixa de fusdo demonstraram a
adequabilidade da SQR de MGF para ser utilizada como padrao nos estudos

realizados nesse trabalho;

Os métodos propostos por CCD, E UV, E VIS, CLAE e EC demonstraram-se
adequados para identificacao qualitativa de MGF em comprimidos revestidos;

Os métodos propostos por E UV, E VIS, CLAE, ensaio microbiol6égico e EC
apresentaram especificidade, linearidade, precisdo, exatiddao e robustez.
Com isto, demonstraram-se adequados para a determinacao quantitativa do
MGF em comprimidos revestidos;

Os métodos validados por E UV, E VIS, CLAE, ensaio microbiol6gico e EC
nao apresentaram diferencas estatisticamente significativas de acordo com a
ANOVA (a = 0,05);

Sugere-se que as condigcdes do teste de dissolucao utilizando 900 ml de
tampao fosfato de potassio pH 6,0 como meio de dissolugdo, equipamento
com pas na rotacao de 50 rpm simulam o comportamento in vivo do farmaco

MGF a partir de dados da literatura;

Sugere-se que o sal sddico do acido 7-amino-1-ciclopropil-6-fltior-1,4-diidro-
4-ox0-1,8-naftiridina-3-carboxilico seja o produto de degradacao isolado por
CLAE semipreparativa e elucidado estruturalmente por E 1V, EM, RMN 'H,
3C e de correlagdo (COSY, HSQC e HMBC) e espectrometria de emisséo

atébmica;

Os ensaios de seguranca biolégica demonstraram o menor potencial
citotéxico e fototdxico do farmaco MGF em comparagdo com suas
substancias relacionadas (impureza de sintese e o produto de degradacgao
isolado). No entanto, o farmaco MGF apresentou maior potencial genotéxico
e fotogenotéxico.
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FIGURA 13.1. Espectro de RMN de 'H do produto de degradagcéo isolado.
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FIGURA 13.2. Espectro de RMN de *C do produto de degradacéo isolado.
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FIGURA 13.5. Espectro de RMN de COSY do produto de degradacao isolado.
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FIGURA 13.6. Espectro de absorcao no infravermelho do produto de degradacéao
isolado em condi¢des alcalinas.
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ANEXOS

TABELA 13.1. Resumo dos resultados obtidos para determinacdo quantitativa de
MGF utilizando diferentes métodos analiticos.

Grupo Contagem Soma Média Varidncia
Ensaio microbiol6gico 9 886,65 98,52 0,72
CLAE 18 1792,20 99,57 2,45
E UV (272 nm) 18 1766,91 98,16 2,52
E UV (343 nm) 18 1771,14 98,40 2,26
E Vis 18 1780,22 98,90 2,42
EC 18 1783,8 99,10 3,41

TABELA 13.2. Andlise da varidancia (ANOVA) dos resultados obtidos para
determinacdo quantitativa de MGF utilizando diferentes métodos

analiticos.
Fonte da
variagcdo SQ gl MQ F valor-P  F critico
Entre grupos 23,37 5 4,67 1,90 0,10 2,31
Dentro dos
grupos 227,88 93 2,45
Total 251,25 98

TABELA 13.3. Resultados do estudo de estabilidade dos comprimidos triturados

mantidos em estufa de calor seco a 60 °C.

Tempo (min.) Teor de MGF* DPR (%)
0 100,00 -
10 100,18 2,70
20 100,14 1,45
30 99,72 1,94
40 97,83 1,58
50 98,23 1,05
60 98,06 2,03
70 97,65 0,32
90 99,06 0,42
120 97,53 1,75
150 97,63 1,83
180 99,63 0,75

* média de 3 determinagdes.
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