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RESUMO

Uma metodologia simples, rapida e reprodutivel por espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV) foi
desenvolvida e validada para quantificacdo de cloridrato de moxifloxacino em comprimidos, um
antimicrobiano pertencente a quarta familia das fluoroquinolonas utilizado na terapéutica contra bactérias
gram-negativas, anaerdbias, mas principalmente contra bactérias gram-positivas do trato respiratorio. O
método provou ser efetivo, facil aplicabilidade, baixo custo, uma vez que utilizou agua destilada como
solvente, além de ndo gerar residuos tdxicos para o analista e para 0 meio ambiente e colaborando com a
rotina analitica de um laboratdrio de controle de qualidade, garantindo eficacia terapéutica do farmaco
comercializado. O método proposto foi capaz de quantificar o farmaco em sua forma farmacéutica sendo
capaz de detectar e quantificar satisfatoriamente seguindo os critérios de especificidade, precisdo de
101,6%, exatiddo de 99,75%, baixo niveis de robustez na faixa linear de 2,0 a 8,0 pg/mL, mostrando
coeficiente de correlacdo de 0.9999 quando analisado no comprimento de onda de A=294 nm em
espectrofotdmetro.

Palavras-chave: cloridrato de moxifloxacino, validacdo de métodos analiticos, antimicrobianos,
espectrofotometria na regido do ultravioleta.

ABSTRACT

A simple, fast and reproducible methodology was development and valited by UV Spectrophotometric to
quantification of moxifloxacin hydrochloride (HMOX) tablets, a antimicrobial belonging a fourth family
of fluoroquinolones, used in the therapeutical against Gram-negatives bacterias, anaerobium, but mainly
Gram-positive bacterias of respiratory tract. The method proved to be effective, easy applicability, low
cost, once used distilled water as solvent, besides it does not generate toxic wastes to the analyst and to
environment and corroborating with the routine analysis of quality control to ensure the therapeutic
efficacy of the drug marketed. The method presented being capable to quantify the drug obtaining
satisfactory results regarding specificity, precision with 102,8%, accuracy of 99,75%, lows levels of
robustness at the linear range of 2,0 to 8,0 ug/mL, showing correlation coefficient of 0.9995 when
analyzed in the wavelength A=294 nm spectrophotometer.
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DESENVOLIMENTO E DO TEXTO

Introducdo e justificativa

Os antimicrobianos correspondem a uma classe de farmacos que é consumida frequentemente em
hospitais e na comunidade, e junto com o0s quimioterapicos beta-lactamicos as fluoroquinolonas (FQs)
sd8o os antibidticos mais prescritos e de maior utilizacdo na terapéutica (CALVO & MARITNEZ-
MARTINEZ, 2009).

Em dezembro de 1999, a Food and Drug Administration (FDA) sob registro 021085, aprovou 0 uso
do Avelox®, com principio ativo moxifloxacino (MOX) em sua forma de sal [cloridrato de moxifloxacino
(HMOX)] fabricado pela Bayer® Industria Farmacéutica nos Estados Unidos sob a forma comprimidos
de 400 mg (FDA, 2018). Na Alemanha, o Avelox® também foi liberado para comercializagcdo em 1999
(BALL, 2000). No Brasil, o Avalox® comprimidos foi liberado em abril de 2000 pela Agencia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). O genérico do MOX é comercializado pela EMS Sigma Pharma®
(BRASIL, 2018).

O cloridrato de moxiflocaxino (HMOX) (Figura 1) com nome de &cido 1-ciclopropil-6-fluor-
1,4diidro-8metoxil-7[(4aS,7aS)-octahidro-1H-pirrol[3,4-b]piridina-6yl]-4-oxo-3-carboxilico foi
desenvolvido exclusivamente para o tratamento em humanos (O’NEIL, 2013; DRUG BANK, 2015). Este
farmaco apresenta formula molecular C2:1H24FN3O4,HCI. O HMOX inibe o crescimento bacteriano
indiretamente quando se ligam a subunidade A da DNA-girase (topoisomerase Il) em bactérias gram-
negativas e a Topoisomerase IV em bactérias gram-positivas. Essa enzima que produz o acido
desoxirribonucléico (DNA) é responsavel pela sobrevivéncia bacteriana. O farmaco é seletivo para essa
enzima bacteriana. Ao inibir essa enzima, a molécula de DNA passa a ocupar grande espaco no interior
da bacteria e suas extremidades livres determinam sintese descontrolada de RNA-mensageiro e de
proteinas, determinando a morte das bactérias (RANG et al., 2007; LEYVA & LEYVA, 2008; BRASIL,
2018).
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HCI

Figura 1: Estrutura quimica do HMOX (CAS 186826-86-6)
Fonte: O NEIL, 2013; USP 42, 2018

O MOX é considerado um dos quinolonas do trato respiratério, por ser usado principalmente contra
Streptococcus pneumoniae e anaerobios Este farmaco também é considerado mais potente que 0s
farmacos da terceira geracdo das FQs, uma vez que sao usados contra bactérias Gram-negativas, como
Pseudomonas aeruginosa (BALL, 2000; ZHANEL & NOREDDIN, 2001; ANDRIOLE, 1999; CALVO
& MARTINEZ et al., 2009; GOODMAN & GILMAN, 2012). E um dos farmacos indicados para doengas
contra microbactérias. E, portanto, um dos farmacos de primeira escolha para o tratamento da tuberculose.
Sdo ainda empregadas contra bactérias Gram-Negativas do trato respiratorio, bactérias anaerdbias e
Streptococcus pneumoniae (O’NEIL, 2013). O MOX apresenta também, eficacia comprovada contra
sinusite bacteriana aguda, bronquite cronica e infec¢des da pele (ANDRIOLE, 2005; TOMIOKA et al.,
2002; ANDRIOLE, 2005; SOUSA et al., 2012; U.S. FDA, 2018).

De acordo com a resolucdo denominal coligativa (RDC) n°17, de abril de 2010, o Controle de
Qualidade (CQ) pode ser definido como o conjunto de ensaios qualitativos e quantitativos realizados com
0 objetivo de avaliar as matérias primas (farmaco recém-chegado a industria farmacéutica ou laboratério
de anélise), produtos intermediarios, produtos acabados (o medicamento propriamente dito depois de todo
0 processo de producdo e fabricacdo), materiais de embalagem e verificar se apresentam conformidade
com as especificacbes estabelecidas, detectando seus defeitos, desvios e erros e consequentemente sua
eficacia até o término do prazo de validade (WATSON, 2005; LA ROCA et al., 2007; BRASIL, 2010).

O CQ também atua no desenvolvimento e validacdo de métodos analiticos, nos estudos de
estabilidade de formulagdes, na analise de produtos de degradagéo e na padronizacdo de procedimentos
de producéo (SWARTZ & KRULL, 1998).

O desenvolvimento de métodos analiticos deve permitir uma analise completa do produto
farmacéutico, como a identificacdo e a determinacdo do teor de substancia ativa, a identificacdo e
determinacdo dos niveis de impureza e produtos de degradacdo, e a verificacdo da estabilidade da
substancia ativa na formulacdo (SWARTZ & KRULL, 1997).
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Sdo varios motivos para o desenvolvimento e/ou modificacdo de métodos analiticos: método nédo
normalizado; método desenvolvido no laboratorio para atender uma aplicacdo especifica; modificacfes
dos métodos normalizados; no caso de métodos analiticos ndo descritos em farmacopeias ou formulérios
oficiais (BRASIL, 2002; BRASIL, 2003).

Apos o processo de desenvolvimento, a validagdo consiste um processo no controle de qualidade.
O objetivo da validacéo € assegurar a reprodutibilidade dos resultados e o estabelecimento de limites de
aceitacdo, exigindo a adocdo de procedimentos de validacdo que conferem a confiabilidade necessaria
para a aplicacdo das técnicas de quantificacdo (TRAISNEL et al., 1995).

Varios 6rgdos governamentais, como a Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
compéndios oficiais como a Farmacopeia Americana [United States Pharmacopeia (USP)], Farmacopeia
Britanica [British Pharmacopoeia (BP)], Farmacopeia Europeia [European Pharmacopoeia (EP)] e a
Farmacopeia Japonesa [Japonese Phamacopoeia (JP)] possuem guias para a validacdo de farmacos e
medicamentos. Todos esses guias recomendam que parametros como seletividade, linearidade, preciséo
e exatiddo devem ser avaliados. No Brasil, 0 guia utilizado é a Resolucdo da diretoria colegiada (RDC) n°
166 de 24 de julho de 2017, publicada pela ANVISA (BRASIL, 2017). Ja em paises como Estados
Unidos, continente europeu e Japdo adotam as normas da International Conference on Harmonization
(ICH) como guia oficial para validacdo de métodos analiticos (ICH, 2005).

Na Farmacopeia Brasileira (FB 5, 2010), Farmacopeia Japonesa (JP 17, 2017) e na Farmacopeia
Portuguesa (FP 9, 2009) ndo foram encontradas metodologias analiticas para a determinacdo de HMOX
matéria-prima e nem para a forma farmacéutica de comprimidos (HMOX). Na Farmacopeia Britanica (BP
7, 2014), Farmacopeia Europeia (EP 8, 2014) consta somente metodologias para a matéria do HMOX. Ja
a Farmacopeia Americana (USP 43, 2019) ha monografia para quantificacdo em comprimidos, porém
essa analise é feita por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e isso demanda um equipamento
ndo encontrado em todos os laboratorios de analise e essa analise demanda tempo e custo elevado. Pelas
razdes expostas, sdo ainda necessarios estudos de novas metodologias para a analise deste farmaco em
medicamentos.

Embora algumas metodologias ja foram encontradas por UV para quantificacdo de HMOX em
comprimidos e outras formas farmacéuticas (SALEM et al., 2006; MOTWANI et al., 2007; SAHU et al.,
2010; MISRA et al., 2010; DHUMAL et al., 2011 ; ATTIMARAD et al., 2012; VYAS et al., 2012 ;
PATEL et al., 2012 ; TARKASE et al., 2012 ; PATEL et al., 2012 ; PARMAR et al., 2012), o projeto
proposto consiste em uma nova metodologia com menos perda de tempo e reagentes, contribuindo para a

seguranca do analista e preservagdo ambiental, uma vez que gerara menos residuos para 0 meio ambiente
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e garantir limites de deteccdo e quantificacdo pequenos, resultando em alta sensibilidade e

reprodutibilidade do método.

Desta maneira, a pesquisa proposta torna-se justificavel, pois para aprimorar-se o controle de
qualidade de formulagdes farmacéuticas, deve-se estudar o desenvolvimento e a validagdo de novas
metodologias implicadas na quantificacdo de farmacos em medicamentos (SANTORO, 1988).

Este projeto tem como objetivo o desenvolvimento e a validagcdo de novas metodologias analiticas
para a determinacdo do HMOX em medicamentos, empregando a espectrofotometria na regido do
ultravioleta, uma vez que se trata de uma das técnicas analiticas mais confiaveis em relacdo a

custo/beneficio e com resultados satisfatoriamente

Materiais e metodologia

A substancia quimica de referéncia utilizada como padrdo farmacéutico secundario neste trabalho
foi o cloridrato de moxifloxacino (HMOX-SQR) adquirida na Sequoia Research Company® — Oxford,
Inglaterra, sob o lote de SEQ-0998 com validade em junho de 2018 e com teor declarado de 99,8% de
HMOX.

Materiais de laboratério como: baldo volumétrico de 5,0 mL, 10,0 Ml, 100,0 mL; Béquer; Pipeta
Pauster; balanca analitica BEL Equipamentos Analiticos Mark 210A.

Os comprimidos de Cloridrato de Moxifloxacino®, produzido pela EMS Sigma Phamra® Industria
Farmacéutica, com 436,6 mg de cloridrato de moxifloxacino (400,0 g de moxifloxacino) foram adquiridos
em comércio local sob prescricdo médica e identificado pelo lote nimero 860139 com fabricacdo em
06/2016 e data de validade em 06/2018.

Espectrofotdmetro com software UV-VIS Spectrophotomether e cuba de quartzo de 10,0 mm.

Desenvolvimento da metodologia
Preparo das solugdes e melhor comprimento de onda para o farmaco.

Foram pesados 20,0 mg de HMOX-SQR e transferidos para baldo volumétrico de 100,0 mL e o
volume foi completado com agua. O material foi agitado manualmente e ap0s esse periodo completado o
volume com &gua até o menisco, obtendo-se uma concentracéo final de 200,0 ug/mL (solucéo estoque).
Apds esse processo uma aliquota de 1,0 mL foi transferida para baldo volumétrico de 10,0 mL a fim de
se obter um espectro da amostra e verificar o melhor comprimento de onda para a amostra na concentragdo
de 20,0 ug/mL.
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As leituras de absorvancias foram efeituadas realizando uma varredura no comprimento de onda de
200-500 nm, utilizando o solvente puro, no caso a agua destilada, como branco para zerar o0 equipamento.
Preparo da solugdo de HMOX-Comprimidos

No preparo da solu¢cdo de HMOX comprimidos partiu-se do peso médio de 7 comprimidos de
HMOX e ap0s trituracdo dos mesmos, pesou-se 0 equivalente a 86,27 mg em balanca analitica, no qual
foi transferido a baldo volumétrico com capacidade de 250,0mL. A solucéo foi agitada manualmente por
cerca de 5 minutos para garantir total dissolugdo e finalmente completando-se o volume com &gua,
obtendo-se solu¢do de HMOX comprimidos de concentragdo final 200,00 pg/mL. Posteriormente, a
solucdo foi filtrada em papel de filtro.

Determinacdo da faixa linear (Curva de Ringbom)

A faixa de linearidade do método foi determinada pela curva de Ringbom. A partir da solucdo de
trabalho de HMOX-SQR, foram preparadas solu¢des com auxilio de micropipeta, em baldes volumétricos

de 5,0 mL, com concentracdes de 1,0 a 15,0 pg/mL.

Validacéo da metodologia analitica

A validacdo do método foi elaborada de acordo com o procedimento preconizado pela literatura
(ICH, 2005; FB 5, 2010; INMETRO, 2011; USP 39, 2016). Os parametros avaliados foram:
especificidade, linearidade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo, limite de

deteccdo, limite de quantificacéo e robustez.

Linearidade

Para a preparacao da curva analitica foi utilizada a preparada solugdo estoque de 200,0 ug/mL de
HMOX-SQR. A partir dessa solucdo, foram transferidas aliquotas de 50,0; 75,0; 100,0; 125,0; 150,0;
175,0 e 250,0 uL para baldes volumétricos de 5,0 mL, e o volume completado com &gua destilada,
obtendo-se solugdes com concentragdes finais de 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0; 7,0 ¢ 8,0 ug/mL. As curvas
analiticas foram preparadas e analisadas durante trés dias. A equagdo da reta foi determinada através do
estudo de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados e calculada a anélise de variancia

(ANOVA), para andlise de parametros estatisticos. Também foi avaliado o coeficiente de correlagéo.

Especificidade
A especificidade do método proposto foi avaliada pela comparagdo da resposta obtida com as
solucdes de SQR-HMOX e HMOX-comprimidos.
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Precisdo

Foi avaliada por meio da repetibilidade (precisdo inter-dia) e precisdo intermediéria (intra-dia). O
desvio padréo relativo (DPR%) foi utilizado para determinar a precisdo do método.
Repetibilidade: Para o ensaio de repetibilidade, dez réplicas da solugdo de HMOX-SQR com concentracao
de 5,0 ug/mL foram preparadas e analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condi¢cdes experimentais,
mesmo analista e no mesmo laboratério.
Precisdo intermediaria: Avaliou-se a precisdo intermediaria pela andlise solu¢bes de HMOX
comprimidos, na concentracdo de 5,0 ug/mL, executadas por diferentes analistas em diferentes dias. As
analises foram realizadas em triplicata.
Interdias: Prepararam-se, diariamente, duas amostras na mesma concentragéo de 5,0 ug/mL de HMOX
comprimidos e analisaram-se trés réplicas em trés dias consecutivos, sob as mesmas condigdes
experimentais.
Entre-analistas: Dois analistas preparam duas amostras distintas na concentracdo de 5,0 ug/mL e
analisadas em triplicatas, sob as mesmas condicGes experimentais.

Apos os procedimentos experimentais, foram calculados o teor e o valor percentual de HMOX nos

comprimidos
Calculo do teor dos comprimidos de cloridrato de moxifloxacino

_ (AaxCsqQr)
ASQR

Onde: Ca = concentracdo da amostra (ug/mL); Aa = média das absorbancias das amostras; Csor =
concentracdo da substancia quimica de referéncia (ug/mL); Asqr = absorvancia da substancia quimica de

referéncia.
Ap0s, foi calculado o valor percentual das amostras, pela formula abaixo.

_ (€A x100)
= o
Ca %= concentracdo percentual da amostra; Ca = concentragdo da amostra (ug/mL); Crt =

CaA%

concentragéo tedrica (ug/mL).
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Exatidao

O teste de recuperacdo foi o utilizado para a determinacdo da exatiddo do método por UV. O ensaio
utilizou o método de adicdo de padrdo. O teste de recuperacdo foi realizado adicionando trés niveis de
concentracdo 80% (R1), 100% (R2) e 120% (R3) em relacéo a concentracdo de trabalho, de solucéo de
HMOX-SQR as amostras. O ensaio foi realizado em triplicata nas concentracdes de 4,0, 5,0 e 5,0 ug/mL.
A porcentagem de recuperacdo foi calculada para cada nivel de concentragdo. Desta maneira, foi possivel
avaliar a exatiddo do método em determinar o teor de amostras com concentragdes predeterminadas. As

amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1: Preparo das solucGes para o teste de recuperacdo do método por UV.

Volume de Volume de HMOX-  Concentracéo teorica final
HMOX-SQR COMPRIMIDOS (ug/mL) em baldo
(20,0 pg/mL) (20,0 pg/mL) volumeétrico de 5,0 mL
R1 1,0 1,0 4,0
R2 15 1,0 5,0
R3 2,0 1,0 6,0

A porcentagem de HMOX recuperada foi calculada de acordo com a equagéo abaixo.

(Cr —Ca) X

%R =
Yo Cp

100

Em que: Cr: concentragdo encontrada da solucdo amostra adicionada de SQR (ug/mL); Ca:

concentracdo encontrada de amostra (ug/mL); Cr: concentracdo téorica adicionada da SQR (ug/mL).

Limite de Deteccéo e Limite de Quantificagdo
Os limites de detec¢do (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados a partir da formula descrita
na literatura (ICH, 2005), fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva analitica.

As equac0es abaixo foram utilizadas no calculo.

3,3x DP 10 x DP
=" LQ =

LD
IC IC

Onde: DP: desvio padrdo do intercepto; /C: inclinacdo da curva de calibragdo.
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Robustez
A robustez do método foi determinada variando-se o comprimento de onda (293 nm e 295 nm).
Foram analisadas sei replicatas na concentracdo de 5,0 ug/mL de HMOX-SQR para cada variagéo.

Resultados e discussao

Os métodos espectrofotométricos sdo largamente utilizados nas analises farmacéuticas, uma vez que
apresentam bons niveis de exatiddo e precisao quando bem conduzidos experimentalmente. Pode-se notar
gue, mesmo sendo uma tecnica relativamente simples quando comparadas a CLAE e eletroforese capilar,
muitas vezes apresentam 0s mesmos resultados comparaveis com o0s niveis de exigéncia adotados em
cbdigos oficias. Em relacéo a sensibilidade, pode ser feita com restricdo devido a imensa diversificacdo
das estruturas quimicas encontradas em medicamentos, na qual possui o farmaco como o principio ativo

e seus excipientes, que muitas vezes, podem contribuir para a interferéncia na metodologia.

Na analise farmacéutica a espectrofotometria na regido do UV é utilizada como um método
quantitativo quando ndo ha interferéncia de excipiente. Além disso, essa técnica é um método de facil
execucao, baixo custo, rapido e que ndo gera tanta quantidade de residuos em relacéo a outras técnicas de
analises como a CLAE (WATSON, 2005). Outra vantagem dessa técnica é que permite a determinacdo
de parametros como quantificacdo da substancia em analise, constante de equilibrio e velocidade de
reagdes (ROCHA & TEIXEIRA, 2004; AMIN et al., 2008).

A agua demonstrou em experimentos anteriores ser um excelente solvente para a quantificacdo do
farmaco na forma farmacéutica escolha e como a mesma € de baixo custo e de grande quantidade no
laboratério, optou-se por usar esse solvente para o desenvolvimento e a validacdo da metodologia.

Para a determinacdo do melhor comprimento de onda, partiu-se de uma concentracdo de 20,0

ug/mL, demonstrando que em 294 nm a amostra tinha seu comprimento de onda méaximo.

Validagédo da metodologia

A linearidade foi determinada a partir dos resultados obtidos da constru¢do da curva de Ringbom,
indicando o intervalo linear obtido pelo método. Através dessa curva, pode-se verificar em quais
concentragdes 0 método obedece a lei de Lambert-Beer e em quais concentragdes o erro relativo é minimo
(GONCALVEZ, 1990). Observou-se que a melhor faixa linear de trabalho foi de 2,0 ug/mL a 8,0 ug/mL
utilizando a agua como solvente, portanto essa foi a faixa de linearidade trabalhada.
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Tabela 2: Valores obtidos no ensaio de linearidade do método.

Concentracao
teorica final Absorvancias
(ug/mL)

Absorvancia média + Desvio Padrdo
Desvio Padrdo Relativo (%)

0,237

20 0236 0,236 + 0,001 0,42
0,235
0,336

3,0 0,336 0,336 + 0,001 0,17
0,335
0,433

40 0,431 0,432 + 0,001 0,23
0,432
0,514

5,0 0,513 0,513 + 0,002 0,30
0,511
0,609

6,0 0,607 0,608 + 0,002 0,16
0,608
0,704

7.0 0,698 0,701 + 0,003 0,46
0,703
0,790

8.0 0,788 0,789 + 0,001 0,15
0,788

A curva analitica do HMOX-SQR foi construida com as médias dos valores de absorvancias de

trés curvas analiticas, uma em cada dia, durante os ensaios de linearidade. A figura abaixo mostra os

espectros sobrepostos para a determinacdo dos valores de linearidade.

Qualitativamente, o grafico de residuos (figura 2) pode indicar se os dados seguem um
comportamento linear se a distribui¢do desses residuos for aleatéria (VALDERREMA et al., 2009). Como
pode-se observar, 0s pontos estdo distribuidos de forma equilibrada acima e abaixo de uma linha
imaginéria paralela ao eixo x na altura do residuo zero, A realizacdo do grafico de residuos é uma

confirmacéo adicional para concluir que os dados séo lineares.
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Figura 2: Gréfico de residuos de HMOX-SQR, obtida através da regressdo linear.
A andlise de variancia (ANOVA) calculada para o método é demonstrada na tabela abaixo.

Tabela 3: Analise de variancia de absorvancia determinados da curva analitica de HMOX-SQR, utilizando
0 método espectrofotométrico na regido do UV.

Fonte da variacao (_Braus de Soma dos Quadrado médio F F
liberdade Quadrados calculado | critico
Entre
concentragoes 6 0,705808286 0,117634714 | 47506,33* | 2,84
Regresséo linear 1 0,234423 0,234423 10243,2*
Residuo 5 0,000114 0,0000229
Total 20 0,705842952

Significativo para p<0,05%

A especificidade do método foi proposta pelo teste F de homogeneidade de variancia e t de
comparacdo das médias, sendo os valores encontrados de 0,99 e 0,01, menores que o tabelados, 4,95 e
1,943, respectivamente. Valores calculados menores que os valores tabelados indicam auséncia de
interferéncia de excipientes (INMETRO, 2007). Adicionalmente, foram comparadas as inclinagdes das
curvas analiticas obtidas da SQR e amostra. Os resultados obtidos indicaram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa para os valores de inclinagéo das duas curvas. Esse resultado confirma com

0 ja encontrado de que ndo ha interferéncia do excipiente nas analises.
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Figura 3: Comparacdo das curvas analiticas de padrdo e amostra para a determinacdo da especificidade

do método

De acordo com Bonfilio e colaboradores (2012), se o placebo nédo estéa disponivel, a determinacao
da seletividade pode ser realizada através da comparagdo do valor de inclinacdo de duas curvas analiticas,
sendo uma do padrdo e uma da amostra. Se elas forem similares, 0 método é considerado seletivo e a
matriz ndo interfere no placebo.

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade (intradia) expressando-se 0s
resultados com base no coeficiente de variacdo. Dez solugdes de HMOX-SQR e HMOX comprimidos
foram preparadas na concentracdo de 5,0 ug/mL foram submetidas a analises sucessivas, e 0s dados
obtidos do mesmo dia, mesmo analista e mesmo laboratério, fornecendo um valor de 102,5 % e DPR de

0,98%.

A precisdo intermediaria foi avaliada através da precisao interdias. Os valores de teor de HMOX
comprimidos determinados durante a avaliacdo da precisdo do método proposto encontram-se na tabela
abaixo. Os DPR% dos pardmetros interdias e entre-analistas foram de 1,04% e 1,92% respectivamente.
Esses resultados estdo de acordo com os compéndios oficiais, que preconizam um desvio padrao relativo
de, no maximo 5% (BRASIL, 2017).
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Tabela 4: Resultados obtidos pela repetibilidade, precisdo intermediaria e precisao entre analistas.

Repetibilidade e Precisao Intermediaria Reprodutibilidade
Teor DPR En'tre Teor Teor | DPR
Amostra | Dia | (o '[Oe/(()J)r . analistas ma | @) (%)
comp) comp)
1 448,3 102,8 1 443,4 | 1016 | 1,92
2 441,9 101,2 1,04 2 455,8 | 104,4
3 440,0 100,78
Intradia 448,3 102,8 | 0,98% Média 449,6 | 103,0

O teor encontrado de HMOX comprimidos, em média, 101,6%, é um valor adequado. Geralmente
para antimicrobianos, aceitam-se valores variando entre 90 a 110%, que é também a faixa de valor
especificado para outras fluorquinolonas (USP 43, 2018). O teor encontrado entre-analistas também esta

de acordo com a literatura pesquisada, uma vez que demonstrou um teor de 103,0%.

A exatiddo do método foi determinada pelo método da recuperacdo. Na tabela 13 sdo apresentados
os valores de recuperacdo (R) obtidos para cada nivel de concentracdo testado pelo método

espectrofotométrico na regido do ultravioleta.

Tabela 5: Determinacdo da exatiddo do método analitico para analise de HMOX comprimidos por
espectrofotometria na regido do UV.

- Recuperacéo
HMOX adicionado HMOX x o
encontrado Recu(g/eogagao media DPR (%)
(ug/mL) (ug/mL) (%)
R1 4,0 4,048 101,2
R2 5,0 4,961 99,22 99,75 1,26
R3 6,0 5,930 98,84

O teste de recuperacdo foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do método. Desta

forma, quantidades conhecidas de SQR adicionadas as solu¢cbes de HMOX comprimidos para a
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quantificacdo da substancia. Obteve-se a média de 99,77%. Valores entre 98 a 102% indicam boa

recuperacdo para o método e garantem sua exatiddo (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

A robustez do método foi determinada pela comparagdo dos resultados obtidos pela variacdo do
comprimento de onda de (N) para 294 nm, (A) para 293 nm e (B) 295nm. Os valores obtidos estdo dentro
do especificado, sendo os valores de t calculados menores que os tabelados (tn=2,015) para todas as
variacdes (N-A e N-B) com 5 graus de liberdade e 95% de confianca, demonstrando que o método é

robusto.

Tabela 6: Valores obtidos para o ensaio de robustez.

A N B
1 0,497 0,505 0,505
2 0,499 0,504 0,505
3 0,496 0,503 0,505
4 0,498 0,503 0,505
5 0,497 0,503 0,504
6 0,497 0,503 0,503
Média 0,497 0,504 0,505
DPR% 0,21 0,17 0,17
t encontrado 294x10° | - 0,02
t tabelado 2015 | - 2,015

Os limites de detecgéo e quantificacdo calculados segundo a ICH/2005 e foram de 0,042 ug/mL e

0,129 ug/mL, respectivamente demonstrando alta sensibilidade e baixos niveis para quantificacéo.

CONCLUSAO

O método proposto por UV, utilizando agua destilada como solvente, com faixa de calibragéo de
2,0 a 8,0 ug/mL demonstrou especificidade, linearidade, precisdo, exatidao e robustez, demonstrando ser
adequados para a determinacdo quantitativa de HMOX em comprimidos.
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O experimento provou também que, mesmo ndo sendo uma técnica oficial para quantificacdo de
farmacos em sua forma farmacéutica, a espectrofotometria na regido do ultravioleta demonstrou estar

dentro dos padrdes de exigéncia dos compéndios oficiais e legislagcbes nacional e internacional vigentes.
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