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RESUMO

O cetoconazol é um antifingico pertencente a classes dos imidazois e tem potencial
terapéutico para tratamento de diversas infecgbes micoticas. Os farmacos
antifangicos utilizados nas clinicas oftdlmicas séo os polienos, azéis e os derivados
pirimidinicos. Muitos antifingicos estéo tendo suas formulacdes adaptadas da forma
sistémica para o0 uso topico oftalmico. O medicamento em estudo € uma formulacao
magistral, sob a forma de uma suspensdao oftalmica, ndo apresentando informacgdes
quanto a sua conservagao, armazenamento e tampouco em relagdo aos excipientes
utilizados na férmula. Devido a auséncia de monografias oficiais de cetoconazol
suspensao oftalmica, justifica-se o desenvolvimento e validacdo da metodologia
analitica, assim como o controle de qualidade incluindo testes de estabilidade. O
objetivo deste estudo foi avaliar a estabilidade do cetoconazol suspenséo oftalmica
5%, que é utilizado em um hospital publico no Estado do Espirito Santo. Para a
forma farmacéutica suspensdo, foi realizada a adaptacdo do método da
Farmacopeia Brasileira 62 Edicédo e a validagdo do método analitico de cromatografia
liqguida de alta eficiéncia. Para tanto, foram realizados os testes de exatidao,
precisdo, seletividade, linearidade, intervalo, limite de deteccdo e quantificacédo, e
robustez. Na metodologia analitica foi empregado metanol e agua (95:5) como fase
movel, com fluxo de 1,0 mL/minuto, eluicdo isocratica, fase reversa, coluna RP-18 -
250 x 4,6mm (5 pm), comprimento de onda de 225 nm e temperatura de 25°C.O
método analitico é linear na faixa de trabalho de 0,08 a 0,12 mg/mL, seletivo,
sensivel, preciso, exato e robusto. O estudo de degradacéao forcada foi realizado sob
diferentes condicdes de estresse: hidrélises acida, alcalina e neutra; ao peréxido de
hidrogénio a 3%; a luz UV (254 e 365 nm), a luz natural e a temperatura de 60°C. O
cetoconazol demonstrou ser estavel frente a variadas condicdes de estresse, exceto
para exposicao por oxidacdo, exposi¢cdo a luz UV e exposicdo a luz natural, onde o
farmaco apresentou uma diminuicdo do seu teor. Nos ensaios de qualidade, foram
feitos testes de identificacdo, pH, densidade, e teor nos periodos de zero (apos
abertura do frasco), 30, 60 e 90 dias. Para o teste de estabilidade, as amostras
foram armazenadas em condi¢cdes simuladas de temperaturas 40+2°C e umidade
relativa de 75%+5% (UR), durante 90 dias e avaliadas em relagéo as caracteristicas
organolépticas, densidade, pH, e teor. Nos estudos de estabilidade o teor do
cetoconazol apresentou-se na faixa de 89,76 a 121,04 %, resultando em né&o



conformidade segundo a Farmacopeia Brasileira (2019). A viscosidade da
suspensdo foi um pouco maior que a viscosidade determinada no veiculo
farmacéutico. A concentracdo do farmaco presente na suspensao exerceu pouca
influéncia na viscosidade da formulacdo final. Na analise da suspensdo por
microscopia foi possivel observar a heterogeneidade das particulas, seguida de
alteracdes morfolégicas dos cristais. A suspensado oftalmica ndo apresentou
alteracdes nas caracteristicas organolépticas, pH e densidade durante o estudo. A
formulacé@o apresentou um volume de sedimento de 48% apds 48 horas e um tempo
de redispersdo de 1 minuto e 44 segundos. O lote do produto analisado néo

apresenta uma homogeneidade adequada de teor do farmaco.

Palavras-chave: Estabilidade. Cetoconazol. Cromatografia. Validagéo.
Suspenséo oftalmica.



ABSTRACT

Ketoconazole is an antifungal that belongs to the imidazole class and has therapeutic
potential for the treatment of many mycotic infections. The antifungal drugs used in
ophthalmic clinics are polyenes, azoles and pyrimidine derivatives. Most of
antifungals has been their formulations adapted systemically for topical ophthalmic
use. The drug studied is the pharmaceutical active ingredient of a compounding
medicine, as an ophthalmic suspension, with no information regarding its
conservation, storage or in relation to the excipients used in the formula. Due to the
absence of official monographs of ketoconazole ophthalmic suspension, the
development and validation of the analytical methodology is justified, as well as the
quality control including stability tests. The aim of this study was to evaluate the
stability of ketoconazole ophthalmic suspension 5%, which is used in a public
hospital in the State of Espirito Santo, Brazil. For the suspension pharmaceutical
form, the Brazilian Pharmacopoeia 6th Edition method was adapted and the high-
performance liquid chromatography analytical method was validated. For that, tests
of accuracy, precision, selectivity, linearity, range, detection and quantification limit,
and robustness were performed. In the analytical methodology were used methanol
and water (95:5) as mobile phase, with a flow of 1.0 mL/minute, isocratic elution,
reversed phase, column RP-18 - 250 x 4.6mm (5 pm), length of wave of 225 nm and
temperature of 25°C. The analytical method is linear in the working range from 0.08
to 0.12 mg/mL, selective, sensitive, precise, accurate and robust. The forced
degradation study was carried out under different stress conditions: acid, alkaline and
neutral hydrolysis; to 3% hydrogen peroxide; to UV light (254 and 365 nm), to natural
light and at a temperature of 60°C. Ketoconazole will be stable to varying exposure,
except for oxidation exposure, UV light exposure and natural light exposure, under
exposure conditions at its content. In the quality tests, identification, pH, density and
content tests were carried out in the periods of zero (after opening the bottle), 30, 60
and 90 days. For the stability test, the samples were stored in simulated conditions of
temperatures 40+£2°C and relative humidity of 75%+5% for 90 days and evaluated in
relation to organoleptic characteristics, density, pH, and content. In stability studies,
the ketoconazole content presented in the range of 89.76 to 121.04%, resulting in

non-compliance with the Brazilian Pharmacopoeia (2019). The suspension viscosity



values were slightly higher than those of the vehicles. The concentration of the drug
in the suspension had little influence on the viscosity of the formulation. Analysis of
the reflection by microscopy it was possible to observe the heterogeneity of the
particles, followed by morphological changes of the crystals. The change of thermal
suspension did not present in the organoleptic characteristics, pH and density of the
study. The formulation presented a sediment volume of 48% after 48 hours and a
redispersion time of 1 minute and 44 seconds. The product batch developed does
not present an adequate homogeneous quality of drug content.

Keywords: Stability. Ketoconazole. Chromatography. Validation. Ophthalmic
suspension.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Férmulas estruturais dos compostos azOliCOS........ccceeevvvveviviiiiiiiieeeeeeennns 20
Figura 2 — Estrutura quimica do Cetoconazol ............cccceeviiiiiiiiiie e 21
Figura 3 - Estrutura quimica do clotrimazol ...........ccc. oo 21
Figura 4 - Estrutura quimica do itraConNazol..............ccovvvviiiiiiiiie e, 22
Figura 5 - Estrutura quimica do fluconazol ...............ccovvvviiiiiiiii e, 22
Figura 6 - Compartimentos do 0lN0 hUMANO .............uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie 25
Figura 7 - Estrutura do 0lN0 NUMANO ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 26
Figura 8 - Camadas da COMEA ..........cceevviiiiiiiiiiiiiieie e e eeeeees citeeeee e e e e et eeaeeeeennns 27

Figura 9 - Cromatograma da solucéo padrao-secundario de Cetoconazol, obtido com
recurso DAD, na faixa de 200 a 400 nm, utilizando metanol como solvente............. 60
Figura 10 - Espectro na faixa de 200 a 400 nm da banda da solugdo padréo -
secundario de cetoconazol, obtido com recurso DAD.A figura 11 representa o
espectro de absorcdo da solucdo amostra de cetoconazol. Nesse espectro ficou
evidenciado que a solucdo amostra apresenta sua absor¢do maxima no mesmo
comprimento de onda da solucédo padrao secundario, que junto com a andlise dos
cromatogramas ratifica presenca de cetoconazol na amostra analisada. ................. 61
Figura 11 - Espectro de absorcdo da solucdo amostra na faixa de 200 a 400 nm,
obtido com recurso de detector DAD, utilizando metanol como solvente.................. 61
Figura 12 - Cromatograma da solu¢cdo padréo-secundario, obtido com recurso DAD,

na faixa de 200 @ 400 MM ...uuuiiiiiiiiiiiii e aaabeeaaeassansannnnesnnnnnnnnnnnes 62
Figura 13 - Cromatograma da solucado padrao secundario em 3D, obtido com recurso
DAD, na faixa de 200 @ 400 NIM. ....uuuuiiiiiiiiiiiieee e eeaeeeranannnae 62

Figura 14 - Cromatograma da solu¢do amostra de Cetoconazol, obtido com recurso
DAD, na faixa de 200 a 400 nm, utilizando metanol como solvente............c..cceeeeun... 63
Figura 15 - Cromatograma da solucdo amostra e da solugdo do padrédo-secundario
(sobrepostos), obtido com recurso DAD, na faixa de 200 a 400 nm. Cromatograma
da solucéo padréao (vermelho) - Cromatograma da solucdo amostra (azul).............. 64
Figura 16 - Cromatograma da solucéo padréo de cetoconazol em 215 nm, usando
diclorometano COMO SOIVENTE. .......ooii i 65
Figura 17 - Espectro na regido do UV da solucéo padrao, na faixa de 200 a 400 nm,
obtido com recurso de detector DAD, usando diclorometano como solvente. Pico 1 -
tempo de retengdo 2,832 min - em azul. Pico 2: tempo de retengdo 3,112 min,



apresenta espectro de absor¢cdo semelhante ao do padrdo quando usado metanol
como solvente - em VErmelNO. ... 65
Figura 18 - Cromatograma da solucdo padréo de cetoconazol em 225 nm, obtido
pelo uso do detector DAD, usando diclorometano como solvente. ............cccceevvvnnnn. 66
Figura 19 - Cromatograma da solucdo padréo de cetoconazol em 245 nm, obtido
pelo uso do detector DAD, usando diclorometano como solvente. .............cccccvvvveenn. 67
Figura 20 - Cromatograma da solucdo padréo de cetoconazol em 225 nm, obtido
pelo uso do detector DAD, usando THF e metanol (50:50) como solvente............... 68
Figura 21 - Solucédo de uma mistura de THF e metanol (50:50) sem a presenca do
L= 14 1= Vot o TP 69
Figura 22 - Cromatograma da solucdo padréo de cetoconazol em 225 nm, segundo
ensaio, utilizando metanol COMO SOIVENTE. .......couriiiiiieee e 70
Figura 23 - Espectro na faixa de 200 a 400 nm, obtido com recurso de detector
DAD, da banda a solucéo padrao de cetoconazol, solvente - metanoil. .................... 70
Figura 24 - Cromatograma em 3D da solugéo padréo de cetoconazol, obtido com
recurso de detector DAD, segundo ensaio utilizando metanol como solvente.......... 71
Figura 25 - Cromatograma em 3D da solucdo padrdo de cetoconazol, obtido com
reCUrSO de AEtECIOr DAD. ......uiiiiiiiiiiiiiiiitiii s ssnsnnnnnnnnes 72
Figura 26 - Cromatograma da solucdo da amostra de Cetoconazol suspensdo em
225 nm, obtida com recurso de DAD, segundo ensaio utilizando metanol como
ES10] 17T ] 72
Figura 27 - Espectro na regido do UV, na faixa de 200 a 400 nm, obtido com recurso
de detector DAD, da banda a solucdo da amostra de cetoconazol. Tempo de
retencdo do pico do padréo de 3,377 MINULOS. .......ccoevrvrniiiieeeeeeeieeieee e e e e e 73
Figura 28 - Curva de linearidade pelo método de andlise por CLAE..........cccccoeeene. 75
Figura 29 - Cromatogramas da solucdo padrdo de cetoconazol antes e apos ser
submetido a variadas condicfes de estresse. A deteccao foi realizada em 225 nm. 81
Figura 30 - Caracteristicas organolépticas das amostras no tempo zero e 90 dias de
armazenamento a 40°C € 75% UR. ... e 85
Figura 31 - Imagens representativas da suspensdao durante o ensaio para
determinacao do volume de sedimentacao nos intervalos de tempo de 0, 2, 4, 6, 8,
12, 24 e 48 horas, ap0s armazenamento por 90 dias a temperatura ambiente.
Volume total antes da sedimentag@o = 10 ML. ... 89



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Trabalhos relacionados para selecdo da fase mével..........ccccccceeeeen. 44
Tabela 2 - Condi¢des analiticas utilizadas com diclorometano como solvente......... 47
Tabela 3 - Condi¢des analiticas otimizadas no segundo ensaio utilizando metanol

COIMO SOIVENTE. ..o 50
Tabela 4 - Concentracéo das solucfes para analise de exatidao...............cccceeenen.. 53
Tabela 5 - Resultados obtidos na determinagéo da linearidade por CLAE............... 74
Tabela 6 - Resultados obtidos na determinagé&o da repetibilidade por CLAE. .......... 76
Tabela 7 - Resultados obtidos na determinacao da precisao intermediaria por CLAE.
.................................................................................................................................. 77
Tabela 8 - Resultados obtidos pelo teste de recuperacao, concentracdo em mg/mL.
.................................................................................................................................. 77

Tabela 9 - Resultados obtidos referentes aos limites de deteccdo e quantificacédo..78
Tabela 10 - Resultados obtidos para determinacdo da robustez por método de
CLAE, utilizando metanol COMO SOIVENLE. .......cvuiiiiiiee e 79
Tabela 11 - Areas do cromatograma e tempo de retencédo (Tr) obtidas no estudo de
degradacédo do cetoconazol, em banho-maria a 60°C. ............cccevvviiiieeieeeeeeeeiiinn, 80
Tabela 12 - Andlise do teor de cetoconazol das formulacdes armazenadas a 40° C e
75% UR - 0, 30, 60 € 90 di@S. ..eeeeeeiiiiiiiiiieiee e e e ettt e e e e 84
Tabela 13 - Andlise do pH do cetoconazol suspensédo oftalmicas 5% armazenadas a
40° C e 75% UR - periodo: 0, 30, 60 € 90 di@S. ......uvveieieeiiiieeiiiiiee e 85
Tabela 14 - Analise das densidades do cetoconazol suspensdo oftalmicas 5%
armazenadas a 40° C e 75% UR - periodo: 0, 30, 60 € 90 diaS........ccoeeeeeeerrvvvvvnnnnnn. 86
Tabela 15 - Volume de sedimentacdo da suspensdo de cetoconazol 5%,
armazenados em temperatura ambiente, apds 90 dias. ........ccccvveeiiiieiiiiiiiiiieeeenn 89
Tabela 16 - Viscosidade da suspensao oftalmica de cetoconazol 5% e do veiculo da

suspensao, apos 90 dias de armazenamento, a temperatura ambiente. .................. 91



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA — Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
CTZ - Cetoconazol

Da - Dalton

DAD — Detector com arranjo diodo

DPR — Desvio Padréo Relativo

H202 - Perdxido de Hidrogénio

HCI - Acido Cloridrico

HPLC - High Performance Liquid Chromatography
ICH — International Conference Harmonization
IFA - Insumo Farmacéutico Ativo

INMETRO - Instituto Nacional de Metrologia

k’ - Fator de Retencéo

LD — Limite de Deteccéo

LQ — Limite de Quantificacao

N- Numero de Pratos Teoricos

RDC — Resoluc¢éo da Diretoria Colegiada

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

SPE - Solucao Padrao Estoque

Tf - fator de cauda

THF - Tetraidrofurano

Tr - tempo de retencao

UR — Umidade relativa

USP — United States Pharmacopeia

UV — Ultravioleta



SUMARIO

LINTRODUGAO ...ttt en e en e 17
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA. ..ottt ettt e ata et eae e e eaeaaeare e 19
2.1 Histérico dos farmacos antiflnNgiCoS .........ceiieiiiiiiiiiiiee e e e e 19
2.2 Classificag8o dos antifUnNGICOS. ........coiuuuiiiiiiieee et 20
2.3 COMPOSLOS AZONCOS ... cceeieeeiiiieie e e e e e et e e e e e e e e e aae e e eeaaaeeannes 20
2.4 CRLOCONAZON ...ttt 22
2.5 Ceratites fUNQICAS. ......ce et e et e e e e e e e e e ettt e e e e aaaaennee 23
2.6 Estrutura € fiSiOlOgial OCUIAN .........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiibiiiiee bbb eeeneeee 24
2.7 Suspensdes e formulacdes OftAIMICAS ..........uuuuurururuieiiiiiiiiiiiiiiieeere 27
2.8. Boas praticas de manipulagéo para medicamentos magistrais estéreis .................... 30
2.9 Validagdo da metodologia analitiCa ............cueeeiiiiiiiiiiiiiiee e 31
2.9.1 SElEtIVIAUE ......ceiiiiitee et e e e e 34
2.9.2 LINEANAATE .......coeiiiiieeeiee e 34
2.9.3 PIECISA0 . ....eeettiieeeiiit ettt ettt e ettt e e e et e e e e e e e e e 34
2.9.4 EXAUIOA0......ccoi i 35
2.9.5 Limite de deteCCAOD.......cceiiieiee i 35
2.9.6 Limite de quantifiCaGa0 ............oovviiiiiiiiiii 35
2.9.7 RODUSEEZ ...ttt e e et e e e e e s e e e e e e e aaans 35
2.10. Estudo de degradaGao fOrGAAA. ..........uuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiibebeebibibbeeebeeeeeeebeeeeeeeeeeeeeeeeneene 36
2.11 Estudo de eStabilidade ..............uuuuuiiieiiiiiiiiiiiieiiiii e 38

B OBUIETIV O S, e ettt e et e e e rb e e e ar e 41
3.1 ODJELVO GEIAL ...t e 41
3.2 ObjetiVOS ESPECITICOS. ...euuiiiiii e e e e e e e e 41

4 MATERIAL E METODOS ...ttt ettt ete st sae et eteeteateaneeaeeaestnsneaneas 42
4.1 Substancia Quimica Matéria Prima ...........coooiiiiiiiiiie e 42
Y = To [ToF=Ta 0= ] (o TP 42
4.3 EQUIPAMENTOS € VIATAIAS ... e eeeeeeeeeeiiee e et e e ettt e e e e e e e e et e e e e e e e e e eeannennans 42
4.4 Otimizacdo do método analitico por CLAE para determinagao..........cccceeevvvivvvveeennnnn. 43
4.4.1 ESCOIN@ da FASE MOVEL........cooiiiiiiiiiiiiiiie e 43
4.4.2 Condigdo Cromatografica Otimizada.............eeeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 45

4.5 Ensaios preliminares para a escolha do SOIVENtE............ovvviiiiiiiiiieeciee e, 45

4.5.1 Ensaio preliminar utilizando metanol como solvente (1° ensaio) ...........ccccceeeeeee... 45



4.5.2 Ensaio preliminar utilizando diclorometano como solvente. ...........cccccvvvieeneeennn. 46

4.5.3 Ensaio preliminar utilizando tetraidrofurano (THF) e metanol como solvente....... 48
4.5.4 Ensaio preliminar utilizando metanol como solvente (2° ensaio) .............cevvvvveeee.. 49
5 Validag8o do MEt0dO POr CLAE .........uuiiiiiiiie ettt e e e 51
5.1 LINEANUAUE ......evieiiiiiee ittt e e e e e e e e e e e 51
5.2 PICISAD ...ttt 51
B.B EXALOAO ..ottt e e e e e e 52
5.4 Limite de deteCGa0 € QUANTITICAGAD. ... ..uuuvrrriiriiiiiiiiiiiiiiiieiiiiee bbb eeeeeeeenes 53
5.5 SEIBHVIAAUE. ...t 53
5.6 RODUSLEZ ...ttt 54
6 ESTUDO DE DEGRADAGCAQO FORCADA .......coeiiieeeee ettt ane e 54
7 ESTUDO DE ESTABILIDADE ...ttt ettt e et eeaeans 56
7.1 TAENTTICAGED ...ttt 56
A I =T o | PP PPPPPTPP 57
7.3 Caracteristicas OrganOI€PLICAS ........coouviiiiiiiie et e e e 57
A D= (=T ] g = Tox= T Jo (o 1 o] O 57
7.5 DENSIAAUE ...ttt 58
7.6 Analise da suspensao oftalmica por MICrOSCOPIA..........uuuiiiiieeiiiiiice e 58
8 VOLUME DE SEDIMENTAGAOQ ..ottt ettt ettt eaeane e 58
O VISCOSIDADE ... ettt e e ettt e e ettt e e et et e e e ebn e eeereans 59
10 RESULTADOS E DISCUSSAQ ......oviiieiieeieeeeeeeeeee ettt ee e sae e ea e e e 60
10.1 Selecao do solvente para extracdo do IFA a partir do medicamento ........................ 60
10.1.1 Analise cromatogréfica utilizando metanol como solvente (1° ensaio) ............... 60
10.1.2 Analise cromatografica utilizando diclorometano como solvente................c....... 64
10.1.3 Analise cromatografica utilizado Tetraidrofurano (THF) e metanol como solvente.
..................................................................................................................................... 67
10.1.4 Analise cromatogréfica utilizando Metanol como solvente (22 ensaio). .............. 69
11 VALIDACAO DO METODO ANALITICO DE DETERMINACAO POR CLAE.................... 74
3 I g 1= = o =T [P PP PPPPPPPPPPPPP 74
0 o - T LSS 75
B B ¢ 1T = T L 77
11.4 Limite de detecG8o € qQUANTIfICAGAD. .........ccvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee e 78
RIS = 1= 11 o = To [ 78
11.6 RODUSEEZ ... 78
12 ESTUDO DE DEGRADAGAQO FORGADA ......ooiieeeee ettt 79

13 ESTUDO DE ESTABILIDADE ..ot e e e 83



R P R o (=T o1 1] [or= Lo o NP PPPPPPPPPPPPPPP 84

R 0 o | TP PTPPTTRPPSRPP 84
13.3 Caracteristicas OrganOIEPLICAS ..........uueeriiieaiiiiiiiiiie e e e e e e 85
13.4 DeterminacGaio 0O PH.......ooiviiiiiiiiiiiiieiee ettt 85
R R B 7= o o F= o PP PP PPPPPPPPPP 86
14 ANALISE DA SUSPENSAO POR MICROSCOPIA ......c.coeieeeteeeeeeeeee e 87
15 VOLUME DO SEDIMENTO ....cciiiiuiiiiieiiiiie ettt e e 89
16 VISCOSIDADE ..ottt ettt e e e e et e e e e e sta e e e e e nbb e e e e anteeaaeaanneeeas 90
17 CONSIDERACOES SOBRE PREPARACOES MAGISTRAIS EM RELACAO AO
MEDICAMENTO EM ESTUDO ... ...uiiiiiiiiiiiie ettt a et ea e e sntaeaaaannnaeaaeanees 92
18 CONCLUSAD ...ttt ettt ettt ettt ettt nen e 93

REFERENCIAS ..ottt ettt ettt ettt ettt ete et et e et teste et et eeteneereeae e 95



17

1 INTRODUCAO

As ceratites sdo caracterizadas por qualquer processo inflamatorio da cérnea,
sendo que em alguns casos podem evoluir para sequelas graves, como a perda da
visdo ou endoftalmite. As ceratites podem ser causadas por diferentes fatores,
dentre eles os traumas oculares, uso de lentes de contato, infec¢cdes causadas por
microorganismos (bactérias, fungos, virus e protozoarios), através do uso
indiscriminado de alguns medicamentos (antibidticos) e uso de imunossupressores
(MARUJO et al., 2013; TORRADO et al., 2013).

As ceratites micéticas sdo geralmente causadas por fungos das espécies
Fusarium, Aspergillus e Candida, sendo o trauma ocular um dos principais fatores
causadores da etiologia, se caracterizando como uma porta de entrada para a
instalacdo desses microorganismos (THOMAS, 2003).

Um dos farmacos utilizados para o tratamento de infec¢Bes flngicas
sistémicas € o cetoconazol. Este é classificado como antifungico de amplo
espectro, pertencente a classe dos imidazoélicos. Seu mecanismo de acdo se da
através da alteracdo da fluidez de membrana celular fingica por inibicdo enzimatica
(CHOI et al., 2019).

Alguns farmacos antifungicos tiveram suas formas farmacéuticas sistémicas
adaptadas para a forma de colirios através de formula¢cdes magistrais, como o caso
da anfotericina nas concentracdes de 0,1 a 0,3%, itraconazol 1%, cetoconazol de 1 a
5% e miconazol 1% (OLIVEIRA et al., 2001).

O sucesso da terapia antifingica depende das concentracfes alcancadas
pelo farmaco no tecido ocular (SANDHAN, 2013; TORRADO et al, 2013).

O cetoconazol suspensao oftalmica se apresenta como uma das alternativas
para o tratamento de ceratites fungicas. O medicamento em estudo é uma
formulagdo magistral, sob a forma de uma suspenséo oftdlmica, ndo apresentando
informagdes quanto a sua conservagao, armazenamento e tampouco em relacao
aos excipientes utilizados na formula.

Devido a auséncia de monografias oficiais de cetoconazol suspenséo
oftalmica, justifica-se o desenvolvimento e validagdo da metodologia analitica, assim
como o controle de qualidade incluindo testes de estabilidade do produto apés

aberto, para garantir a seguranca de utilizacdo deste medicamento.
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O estudo de estabilidade de um produto farmacéutico deve testar e evidenciar
a qualidade do insumo farmacéutico ativo (IFA) ou medicamento em funcédo do
tempo. A estabilidade poderd sofrer influéncia de fatores ambientais, como
temperatura, umidade e luz, assim como variac¢des fisicas e quimicas em relacdo ao
préprio produto (BRASIL, 2019).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Historico dos farmacos antifungicos

Rato e colaboradores (2018) relataram que as micoses superficiais atingem
de 20 a 25 % da populacdo a nivel mundial, sendo Microsporum, Trichophyton e
Epidermophyton, os principais géneros responsaveis pela doencga. Dentre os fatores
relacionados com o aumento da incidéncia dos casos de infec¢des fangicas
podemos citar o uso indiscriminado de antibiéticos de largo espectro, utilizacdo de
farmacos imunossupressores em pacientes transplantados, uso de corticoides,
aumento no numero de caso de pacientes com sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), e também quimioterapias antineoplasicas (MULLER et al., 2012).
Tais condi¢cdes citadas diminuem a flora local, aumentando a proliferacdo dos
fungos.

Até meados de 1950, ndo existiam drogas antifungicas de uso geral. Em
1951, Brown e Hazen, descobriram a utilizacdo dos polienos na terapia antifingica,
sendo utilizado a nistatina para uso tépico, e a anfotericina para uso parenteral
(SILVA, 2006).

No ano de 1970, ocorreram inumeras incidéncias de infec¢Bes flngicas,
especialmente em pacientes submetidos a tratamentos quimioterdpicos. Nesse
mesmo periodo foram desenvolvidos alguns imidazdélicos, como miconazol e
clotrimazol, antifingicos os quais sdo utilizados até hoje. O grupo dos azdlicos,
representado pelo cetoconazol (CTZ), exerceu um grande avanco na terapia
antifangica, principalmente devido ao largo espectro de acdo e facilidade de
administracao por via oral (MARTINEZ, 2006).

Durante a década de 1980, o cetoconazol administrado por via oral se tornou
o farmaco de primeira escolha na terapia antifungica, por apresentar um amplo
espectro de atividade contra a maioria das espécies do género Candida (SILVA,
2006).

Posteriormente, na década de 1990, foram desenvolvidos os triazélicos,
representados pelo fluconazol e itraconazol, apresentando uma maior eficacia e

seguranca em relacéo aos antifingicos anteriores (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).
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Apoés o advento dos triazdis, novos farmacos antifungicos foram introduzidos
no mercado, a exemplo do voriconazol e posaconazol. A introducdo desses novos
farmacos tinha como objetivo obter uma melhor resposta terapéutica para o
tratamento das infecc¢des, assim como reducédo de efeitos colaterais ao hospedeiro
(ARAUJO, 2008).

2.2 Classifica¢do dos antifungicos

Os farmacos antifangicos podem ser classificados de acordo com os critérios
quimicos, no qual podemos citar o grupo dos polienos (anfotericina B), azois
(itraconazol, fluconazol), pirimidinas (5 — fluorocitosina) e as equinocandinas
(caspofungina) (ALVES et al., 2021).

De acordo com os critérios clinicos podem ser classificados como antifiingicos
sistémicos, para tratamento de infec¢des sistémicas (anfotericina B, flucitosina e
azobis), antifungicos sistémicos para infeccbes mucocutaneas (griseofulvina,
terbinafina) e antifingicos para uso topico (nistatina, azois tépicos, alilaminas
topicas) (ARENAS et al.,2012)

2.3 Compostos azoélicos

Os antifungicos az6is sdo um grupo de agentes sintéticos com amplo
espectro de atividade antifingica. Eles estdo divididos em duas classes, os
imidazodis e os triazbis, que apresentam 0S mesmos mecanismos e espectro de
acado, se diferenciando um do outro de acordo com o numero de atomos de
nitrogénio, 2 e 3, respectivamente. Na figura 1 estdo apresentadas as férmulas

estruturais dos compostos azéis: (A) Anel imidazélico e (B) Anel triazélico.

N H
N
[N> N
H N—

A B

Figura 1 - Formulas estruturais dos compostos azolicos
Fonte: (CATALAN e MONTEJO, 2006)
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Dentre os farmacos comercializados, os imidazois sdo representados pelo
cetoconazol, clotrimazol, miconazol, isoconazol, econazol e oxiconazol. Dois
antifingicos da classe dos imidazélicos estdo apresentados na figura 2 e 3. J& na
classe dos triaz6is temos o itraconazol, fluconazol, voriconazol e terconazol. As
férmulas estruturais do itraconazol e fluconazol estdo apresentadas nas figuras 3 e
4.

Estes apresentam atividade antifungica contra infecgcbes causadas por
Candida sp., Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatides, Coccidioides
immitis, Trichophyton sp., Microsporum sp., e Cryptococcus neoformans (STAUB,
2005)

Figura 2 — Estrutura quimica do cetoconazol Fonte: (LOPES, 2019)

2sy

1

Figura 3 - Estrutura quimica do clotrimazol Fonte: (FRANCA, 2014)



22

00—
2N [\ .
il /\O/\/ ~F
—N A
7 o S P
L ‘ N~ N ~
b N
\\// N \\ 0 CH3
Cl \

.;.::/\\ N P < N N CH3

1.‘: N,'
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Figura 5 - Estrutura quimica do fluconazol Fonte: (SANGI, 2016)

2.4 Cetoconazol

O cetoconazol foi o primeiro farmaco da classe dos azoéis a ser administrado
por via oral para tratamento de infec¢des flngicas sistémicas. E bem absorvido pelo
trato gastrintestinal, sendo metabolizado no figado e eliminado na bile e urina. Sua
meia-vida plasmatica € de 8 horas (RITTER et al., 2020).

E um antifingico sintético, derivado imidazélico de amplo espectro de acio,
efetivo no tratamento de infec¢des superficiais e sistémicas, sendo apresentado em
diversas formas farmacéuticas (SANTOS et al., 2009). O cetoconazol é produzido
por uma mistura racémica de 2 (dois) enantibmeros (CREEMER et al., 2021).

Os enantibmeros sdo substancias que apresentam a mesma férmula
molecular, porém se diferem em relacédo ao seu arranjo espacial. Em razdo de sua
semelhanca estrutural, dois compostos diferentes podem apresentar as mesmas
caracteristicas fisico-quimica, dificultando seu processo de separacéo e identificacdo

em uma possivel andlise (PORTE et al., 2014).
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Seu mecanismo de acdo ocorre por inibicho da 32 (terceira) enzima do
citocromo P450, lanosina 14 alfa-desmetilase, senda essa enzima responsavel pela
conversdo do lanosterol em ergosterol, que é o principal esterol da membrana
celular fangica, alterando a fluidez da membrana, alterando assim na acdo de
enzimas associadas a membrana (RITTER et al., 2020).

Creemer e colaboradores (2021) descreveram a atividade in vitro do
levocetoconazol, um enantibmero do cetoconazol, para o tratamento de pacientes
com Sindrome de Cushing, por inibicdo da sintese de cortisol.

Apresenta formula molecular C26H28CI2N40O4, seu ponto de fusdo € 146°C, e
seu peso molecular é 531,44 Da, seu registro CAS: 65277-42-1, com denominacao
quimica cis-1-Acetil-4-[4-[[2-(2,4-diclorofenil) -2-(1H-imidazol-1lilmetil) -1,3- dioxolan-
4-il] metoxi] fenil] piperazina. Apresenta-se como um pé branco, praticamente
insolivel em agua, soluvel em cloroformio e metanol (BRASIL, 2019). Sua férmula

estrutural esta apresentada na figura 2.

2.5 Ceratites fungicas

O primeiro caso de ceratite fungica foi descrito por Leber, em 1879. Varios
fatores influenciam o inicio do processo infeccioso micético, seu progndéstico e sua
evolucdo. As principais condicdes de risco de evolucdo da doenca estdo associadas
a alteracdo da microbiota normal pelo uso de corticosteréides tépicos, uso de lentes
de contato, lesdo do epitélio da cornea por traumas, cirurgias, uso de drogas
imunossupressoras e em pacientes imunologicamente comprometidos (SALERA et
al., 2002).

As ceratites micéticas sdo infeccdes ulcerativas causadas por fungos. E uma
doenca de inicio lento, sendo que muitas das vezes o0s sintomas podem permanecer
despercebidos por um longo periodo desde o contato com o fungo (TORRADO et
al., 2013).

Em algumas situacdes as ceratites fungicas podem ser confundidas com uma
conjuntivite comum, 0 que agrava o tratamento, devido ao tempo transcorrido desde

0 contato e o tipo de tratamento realizado (TORRADO et al., 2013).
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De acordo com Thomas (2003), as ceratites micéticas sdo causadas em sua
grande maioria por fungos filamentosos (especialmente do género Fusarium e
Aspergillus), e fungos leveduriformes (Candida).

As ceratites apresentam maior incidéncia em paises em desenvolvimento e
de clima tropical. O trauma ocular tem sido responsavel por 48 a 65% dos casos de
Ulcera de cornea, principalmente em jovens que trabalham em zonas rurais.
Enquanto em paises desenvolvidos e de clima temperado, um dos principais fatores
de risco é o uso de lentes de contato, com 52%, sendo o trauma ocular responsavel
por 27% dos casos (MARUJO et al., 2013).

Em um estudo realizado por Lozano e colaboradores (2019), num total de 53
pacientes com Ulcera de cornea, 69,8% era do sexo masculino, com idade entre 45
e 65 anos. Desse total de pacientes avaliados, 56,6% apresentavam condicao
socioeconémica baixa. Em relacdo a atividade laboral, 26,4% eram agricultores, e
apresentavam um histdrico de lesdo na cérnea causado por trauma (69,8%).

Os resultados de estudos microbiol6gicos apontaram que 15,1% eram fungos
do género Fusarium sp, 1,9% Aspergillus sp nas infec¢gBes fangicas e 24,5% eram
bactérias Estafilococos coagulase negativa nas infeccdes bacterianas (LOZANO et
al, 2019).

2.6 Estrutura e fisiologia ocular

De acordo com Torrado e colaboradores (2013), as ceratites micéticas podem
afetar além da cérnea, outros tecidos oculares como humor vitreo e retina. Os
fungos sado incapazes de penetrar pelo epitélio corneano intacto. A invasdo do
microrganismo se da quando ocorre alguma lesdo do epitélio, podendo ser causado
por uma simples abrasividade pelo uso de lentes de contato ou até mesmo por
trauma da cérnea causada por materiais vegetais (folhas, galhos) (NESSO et al.,
2018).

Os fungos penetram através de um defeito no epitélio da cérnea, chegando
até o estroma corneal. No estroma, os fungos podem se multiplicar, desencadeando
um processo inflamatoério, podendo em algumas situacdes causar necrose tecidual.
A patogenicidade ira depender das substancias quimicas produzidas pelos fungos e
da resposta imune do hospedeiro (TORRADO, 2013).
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Um dos grandes desafios na terapia das doencas oculares, estdo
relacionados ao tempo de acdo do farmaco no globo ocular, a biodisponibilidade e
absorcado do farmaco através dos tecidos oculares (CHOLKAR et al., 2013).

As diferentes caracteristicas anatémicas, a diversidade de fatores fisiologicos
e bioquimicos sdo responsaveis pela regulacdo da absorcdo dos farmacos nas
terapias das doencas oculares (CHOLKAR et al., 2013).

Além das barreiras impostas pela estrutura ocular, fatores como
concentragdo, peso molecular, ionizacdo e solubilidade do farmaco, séo
caracteristicas primordiais para absorcdo e biodisponibilidade das formulacbes
oftalmicas (ALMEIDA et al., 2021).

A estrutura do olho humano esté dividida em dois compartimentos, sendo a
parte anterior ou externa do olho composta pela cérnea, conjuntiva, cristalino, iris e
humor aquoso, e o compartimento ocular posterior ou interno sendo formado pela
esclera, retina, coroide, humor vitreo e nervo 6tico (CHOLKAR et al., 2013). A figura

6 ilustra os compartimentos do olho humano.
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Figura 6 - Compartimentos do olho humano

Fonte: (HELENE e HELENE, 2011).

Considerada como via de escolha devido a facilidade de auto aplicacéo e
acdo local de forma imediata, a via tépica de administragdo oftdlmica apresenta
desafios relacionados as barreiras de prote¢éo do olho humano (KAUR et al., 2008).

O ato de piscar os olhos, associada a uma grande producéo lacrimal em curto
espaco de tempo, faz com que as drogas instiladas nos tratamentos oftalmicos,
sejam rapidamente removidas da superficie ocular, associada também a baixa
permeabilidade da cornea (KAUR et al., 2008).
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A cOrnea se apresenta como uma estrutura ndo vascularizada, apresentando
caracteristica de protecdo mecanica, impedindo a absor¢cdo de farmacos
administrados topicamente, impedindo que o farmaco atinja tecidos mais profundos
(ALMEIDA et al.,, 2021; CHOLKAR et al.,, 2013). As camadas que compdem e
conferem as caracteristicas de protecdo a coOrnea sdo compostas pelo epitélio
corneano, estroma e endotélio (SINGH et al., 2020). A figura 7 representa a

estrutura do olho humano e a figura 8 representa as camadas da cérnea.

corpo cilar—
Esclordtica

Figura 7 - Estrutura do olho humano

FONTE: (CAPELINI, 2019).
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Figura 8— Camadas da cérnea FONTE: (TORRADO, 2013).

2.7 Suspensodes e formulacdes oftalmicas

As suspensfes sdo formas farmacéuticas liquidas que contém particulas
sélidas dispersas em um veiculo liquido, no qual as particulas ndo séo soluveis. Na
suspensao, o farmaco é caracterizado como a forma dispersa, enquanto o veiculo é
a forma dispersante (BRASIL, 2019).

As suspensfes podem ser disponibilizadas sob a forma liquida, e prontas
para uso ou na forma de po, para serem dispersas em veiculos especificos. Elas
devem ser preparadas quando o insumo farmacéutico ativo é insoltvel no veiculo
almejado ou ndo apresenta estabilidade na solucdo (ALDRICH et al., 2013). As
orientacdes em relacdo a conservacao e armazenamento, devem ser observadas no
intuito de garantir a manutencdo das propriedades fisico-quimicas e eficacia
terapéutica do farmaco (GOES e KFURI, 2005).

As formulacfes oftalmicas sdo produtos farmacéuticos com o propésito de
serem utilizados nas estruturas externas ou internas do olho. A utilizacdo dos
medicamentos na estrutura externa do olho se da através da administragdo
medicamentosa tépica (colirios, pomadas), e na estrutura interna através de

aplicacoes intraocular e periocular (UDDIN et al., 2017).
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Dentre as formas farmacéuticas oftadlmicas podemos destacar as pomadas,
colirios, lagrimas artificiais e solucdes para lentes de contato. Os colirios podem ser
solugbes, suspensbes ou emulsdes oftalmicas estéreis, usadas com finalidade
terapéutica ou profilatica (CHACRA, 1994).

De acordo com Aldrich e colaboradores (2013) o uso da forma farmacéutica
suspensao € utilizada quando se deseja um maior tempo de contato da droga com a
superficie corneana. Neste trabalho o autor destaca que o tamanho da particula do
farmaco ndo deve ser superior a 10 um, o que poderia causar um certo desconforto
no olho apods a instilagdo do medicamento (ALDRICH et al., 2013).

Kaur e colaboradores (2008), descrevem que compostos com peso molecular
acima de 500 Dalton (Da), como cetoconazol e anfotericina, estao relacionados com
uma menor absorcdo no tecido corneano, devido a uma menor difusdo destes
compostos, relacionado a barreira de protecéo ocular.

Os antioxidantes sao utilizados nas formulacdes para prevencdo do processo
oxidativo, atuando na eliminacdo do elemento desencadeador da oxidacdo ou
através da prevencao por inibicdo de radicais que ddo origem ao processo oxidativo
(LOMBARDO, 2020).

Os conservantes microbioldgicos utilizados nas preparacfes oftalmicas
mantém sua seguranca durante sua preparacao, conservagao e uso, inibindo a
proliferacdo de microrganismos através da atividade antibacteriana (LOMBARDO,
2020). Exemplos de conservantes microbiolégicos utilizados nas preparacdes
oftalmicas séo: cloreto de benzalconio, parabenos, clorobutanol (SENA et al., 2014).

Os agentes de viscosidade sdo substancias utilizadas nas formulacdes com
objetivo de aumentar ou melhorar a viscosidade da formulag&o, reduzindo assim a
sedimentacao das particulas. As variacdes da viscosidade nas formulacdes podem
afetar a estabilidade da formulacdo, através da alteracdo do comportamento
reolégico (KULSHRESTHA et al., 2010). Nas formulagdes oftalmicas, os agentes de
viscosidade podem inibir ou diminuir os efeitos causados pelo mecanismo de defesa
ocular, aumentando o tempo de permanéncia da formulacdo na superficie ocular,
aumentando a mucoadesividade da formulagdo, melhorando a penetragdo nos
tecidos oculares e sua acao terapéutica (ALMEIDA et al., 2021).

Os agentes de viscosidade mais utilizados na producdo de formulacdes
oftalmicas sdo  hidroxietilcelulose, hidroxipropilmetilcelulose,  metilcelulose,

carboximetilcelulose, alcool poliviniico atuam como agentes suspensores,
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proporcionando uma melhor estabilidade fisica das particulas do farmaco nas
suspensdes oftalmicas (UDDIN et al., 2017).

A eficacia do tratamento terapéutico utilizando suspensfes oftalmicas, ira
depender dos niveis de concentracdo do farmaco que permeara nos tecidos
oculares, assim como 0 peso molecular, ionizacao e hidrofobicidade das moléculas
do farmaco (SINGH et al., 2020).

A sensibilidade dos olhos requer a preparacdo de formulagbes oftdlmicas
compativel com as caracteristicas do fluido lacrimal em relacdo ao seu pH (7,4 —
7,7), osmolaridade (290 — 318 mOsm) e limpidez. O fluido lacrimal apresenta uma
osmolaridade semelhante a de uma solucdo de cloreto de sédio 0,9 % (p/v) e em
determinadas situacdes toleram melhor formulacdes hipertbnicas em relacdo as
hipotonicas (VILARINO, 2019).

A estrutura ocular tolera intervalos de pH entre 3,5 — 8,5. Porém para prevenir
possiveis risco de irritacdo, se recomenda manter o pH das formulagbes oftalmicas o
mais préoximo do fluido lacrimal. Para o ajuste do pH ao final das preparacdes
oftdlmicas deve ser levado em conta em relacéo a estabilidade quimica, solubilidade
e absorcao do farmaco (VILARINO, 2019).

O pH das formulacdes oftdlmicas tem influéncia nos processos de
estabilizacdo do farmaco presente na formulacdo, solubilizacdo e absorcao
(FRONZA et al.,, 2004). Alteracbes em relacdo ao pH das formulacbes podem
ocasionalmente resultar em um processo de oxidacdo, acarretando a perda de
estabilidade da formulacdo, diminuicdo da solubilidade e em algumas situacdes
levando a precipitacdo do farmaco (BRUNALGH et al., 2019).

O cetoconazol pode sofrer alteracdes fisico-quimicas, através de processo de
degradacdo, tais como hidrélise e oxidacdo. A exposicdo do cetoconazol a luz
ultravioleta, provoca a alteracdo da coloracdo do farmaco (STAUB et al., 2007).
Staub e colaboradores (2007) descrevem que o processo de oxidagao do
cetoconazol em meio acido, pode provocar alteracdo na cor do farmaco, mudando a
cor de branco para rosa, principalmente em formulacdes topicas.

Staub (2005), realizou um estudo de fotoestabilidade do cetoconazol presente
em xampus. Neste trabalho foram isolados e identificados dois produtos de
degradacédo através de ressonancia magnética nuclear (RMN). Os dois produtos
isolado foram: 1 - acetil - 4 - {4 - [2 - (2 - clorofenil) - 2 -(1H - imidazolil - 1 - metil) -

1,3 - dioxolanil - 4 - metoxi] fenil} piperazina) e 1 - acetil - 4 -{4 - [2 - (4 - clorofenil) - 2
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- (1H - imidazolil - 1 - metil) - 1,3 - dioxolanil - 4 - metoxi] fenil} piperazina) (STAUB,
2005).

As suspensfes oftalmicas devem apresentar uma tonicidade proxima ao do
fluido lacrimal, que é igual a de uma solugcédo de cloreto de sodio 0,9 % (p/v). Os
olhos podem também tolerar solu¢cdes oftalmicas equivalentes de 0,5 a 1,8% do
cloreto de sodio. Os agentes comumente utilizados nas preparacdes oftalmicas para

0 ajuste da tonicidade séo cloreto de sddio e dextrose (PRIYANKA et al, 2015).

2.8. Boas praticas de manipulacédo para medicamentos magistrais estéreis

A RDC n° 67/2007 dispde de requisitos minimos para as boas praticas de
manipulacdo de preparacfes oficinais e oficiais de uso humano, assegurando a
qualidade fisico-quimica e microbiolégica de todas as preparagdes (BRASIL, 2007).
A producéo de formulagBes estéreis deve ser realizada em areas limpas, com
padrées de limpezas apropriados, devendo existir neste local de fabricacdo de
produtos estéreis um programa de monitoramento ambiental, assegurando a
qualidade microbiolégica das areas de manipulagcéo, através de seus respectivos
registros de controle (BRASIL, 2007).

Batistuzzo e Lima (2011) descrevem que o0 preparo das suspensdes
oftalmicas deve obedecer a algumas particularidades em relacdo ao pH,
estabilidade, esterilidade e tonicidade. O preparo dessas formulacdes é realizado em
ambientes estéreis, ndo isentando o fabricante de realizar os testes de controle de
esterilidade de produto, que devera apresentar auséncia de microrganismos durante
toda a etapa de fabricacao.

A rotulagem das formulacdes magistrais deve obedecer a procedimentos
operacionais escritos, que assegurem tanto ao consumidor quanto aos Orgaos
fiscalizadores, informacdes objetivas em relacdo ao processo de fabricacao,
armazenamento e devidos cuidados em relagcédo ao uso desse produto (ALMEIDA et
al., 2020; BRASIL, 2007).

De acordo com as norma de rotulagem da RDC/ANVISA n°® 67/2007 todas
preparacdes magistrais devem apresentar em sua rotulagem as seguintes
informagdes: nome do prescritor, nome do paciente, data da manipulacdo, prazo de

validade, numero de registro da formulag&o no livro de receituario, componentes da
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formulacdo com respectivas quantidades, nimero de unidades, peso ou volume
contidos, posologia, identificacdo da farméacia, CNPJ, endereco completo e nome do
farmacéutico técnico responsavel com o respectivo numero no Conselho Regional

de Farmacia.
2.9 Validacdo da metodologia analitica

O processo de validacdo do método analitico tem a finalidade de demonstrar
que o método produz resultados confiaveis e é adequado a finalidade a que se
destina, assim comprovando de forma documentada e mediante objetivos que ele
atende a todos os critérios de aceitacdo (BRASIL, 2017; ICH Q2 (R1), 2005).

De acordo com Ribani e colaboradores (2004), através de um processo bem
definido e documentado, todo o0 processo regulatério da nova metodologia
implantada, oferece aos 6rgdos reguladores informacdes precisas e objetivas, a fim
de que esse novo método gere informacgdes confiaveis.

Conforme descrito na RDC ANVISA n°® 166/2017 para utilizagcdo de método
analitico ndo descrito em compéndio oficial, é necessaria a realizacdo de uma
validacdo desse método analitico, de acordo com os parametros descritos nesta
resolucdo. Se um método analitico existente for modificado, ou uma nova
metodologia foi desenvolvida, devera ser assegurado que as caracteristicas de
desempenho do método atendam aos requisitos analiticos desejados (INMETRO,
2003).

Diferentes métodos analiticos de identificacdo e quantificacdo de cetoconazol
foram descritos em algumas literaturas, principalmente na forma de comprimidos e
xampus. Mendonca e colaboradores (2009) validaram a metodologia para
guantificacdo cetoconazol 2% em emulsdo O/A, através de espectrofotometria
ultravioleta (UV), no comprimento de onda de 244 nm.

Kedor-Hackamann e colaboradores (2006) desenvolveram e padronizaram,
métodos para quantificacdo de cetoconazol em emulsdo. Na espectrofotometria UV,
foi usado metanol como solvente e comprimento de onda de 257 nm. Na
determinacdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) foi empregado
uma coluna RP-18 (5 um), na fase movel uma mistura de trietilamina em metanol
(1:500) e solucéo de acetato de aménio em agua (1:200) (75:25 v/v) e comprimento
de onda de 225 nm.
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Rubim e colaboradores (2012) desenvolveram metodologia analitica para
comprimidos de cetoconazol, através de espectrometria em UV, onde foi comparado
com metodologia descrita para cetoconazol comprimido, andlise por CLAE, descrita
na Farmacopeia Brasileira (2010). Para a determinacdo por espectrometria em UV
foi utilizado um espectrofotdmetro UV/Vis, a amostra de cetoconazol comprimido
para a quantificacdo foi diluida em acido cloridrico 0,1 M e a leitura foi realizada no
comprimento de onda de 223 nm. A condicdo analitica proposta por
espectrofotometria em UV atendeu os parametros de validagcdo analitica, se
mostrando como um meétodo alternativo quando se busca economia e praticidade na
realizacdo da analise.

Em outro estudo, Saurabh e colaboradores (2020) desenvolveram e validaram
uma metodologia para determinacdo de cetoconazol comprimido por espectrometria
UV-visivel, utilizando tampao fosfato pH 6,8 como fase mével, comprimento de onda
208 nm, demonstrando que o método atende os requisitos de especificidade,
linearidade, precisao, limites de deteccéo e quantificacdo e robustez do acordo com
as diretrizes ICH (2005).

Vertzoni e colaboradores (2006), otimizaram e validaram metodologia por
CLAE, para determinacdo de cetoconazol em plasma canino, usando uma coluna de
fase reversa, Hypersil BDS-C18, 250 mm x 4,6 mm (5um), fase mével de metanol,
agua e dietilamina (74:26:0,1).

Venishetty e colaboradores (2006) validaram uma metodologia analitica por
CLAE de uma mistura binaria de docetaxel e cetoconazol, utilizando acetonitrila
como solvente, fase mével contendo acetonitrila 0,2%, trietilamina (pH 6,0) e acido
fosforico (48:52 v/v), comprimento de onda de 230 nm, coluna 250 x 4,5 mm (5um) e
fluxo de 1mL/min. O método se mostrou eficaz, demonstrando bom resultado nos
parametros analiticos do processo de validacgéao.

Barrios e colaboradores (2011) utilizaram uma combinagao de solventes para
realizar a extracdo e validacdo de um método analitico para o adapaleno. Os
solventes utilizados foram acetonitrila, tetrahidrofurano e metanol (2,5; 5,0; 2,5 v/v),
nas respectivas propor¢cdes. Essa suspensdo apresentava nanocdpsulas de
adapaleno, compostas por 6leo de melaleuca (porgéo oleosa) e poli- €-caprolactona
(polimero), apresentando um grande grau de dificuldade de extracdo. A utilizacédo da
combinacéo de solventes buscou solubilizar o polimero e o farmaco. A condicao foi

otimizada utilizando uma coluna LiChrospher® 100 RP-18, 250 x 4 mm (5um), fluxo
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de 1,0 mL/min, volume de injecdo de 20uL, comprimento de onda de 254 nm,
fase mével contendo metanol: agua (95:5 v/v), acidificada com acido fosférico (pH
3,0). O método obteve um percentual de recuperacao do farmaco em torno de 99,1 a
101,4%, nas diferentes concentra¢gOes analisadas.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia se apresenta como um meétodo
capaz de realizar separacdes e analises, em uma grande variedade de amostras,
em curto tempo de andlise, com alta sensibilidade e eficiéncia (COLLINS et al.,
2006).

Até o momento ndo foram encontradas monografias oficiais e nem
metodologias analiticas para doseamento de cetoconazol 5% na forma farmacéutica
de suspensao oftdlmica, sendo necessario o desenvolvimento e validacdo do
método por CLAE. Foram encontradas varias metodologias para outras formas
farmacéuticas (SAURABH et al, 2018; Kedor-Hackmann et al., 2006; Rubim et al.,
2012).

A Farmacopeia Americana (USP — 29) apresenta metodologia para a
suspensao oral e comprimido. A condi¢cdo cromatogréfica descrita recomendada
para suspensao oral é comprimento de onda de 223 nm, coluna analitica de 4,6 mm
x 250 mm, temperatura da coluna de 30°C, com fluxo da fase moével de 1 mL/min e
volume de injecdo de 5yl.

Na Farmacopeia Brasileira (2019), sdo descritas metodologias analiticas para
as formas de cetoconazol comprimido e xampu. A condicdo cromatografica para
comprimidos utiliza comprimento de onda de 225 nm, coluna empacotada com silica
ligada ao grupo octadecilsilano de 250 x 4,6 mm (3 a 10 um), fluxo de 1,0
mL/minuto, temperatura de 25°C, fase movel com uma mistura de metanol e acetato
de amoénio a 0,5% (p/v) (95:5) (BRASIL, 2019).

A condicdo cromatografica para xampu utiliza detector UV a 232 nm, coluna
empacotada com silica ligada ao grupo octadecilsilano, com 250 x 4.6 mm (5 pum),
temperatura de 40°C e fluxo da fase movel de 1,5 mL/minuto (BRASIL, 2019). A fase
movel & composta de uma mistura de acetonitrila, metanol, tetrahidrofurano e
tampao fosfato pH 7,0 (390:95:15:500), acrescentando 2,5 mL de tetrametilaménio a
25 % em metanol, filtrada e desgaseificada (BRASIL, 2019).

Os parametros de desempenho analitico utilizados em um processo de

validacdo sdo: seletividade, linearidade, precisdo (repetibilidade e preciséo
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intermediaria), exatidao, limite de deteccdo (LD), limite de quantificacdo (LQ) e
robustez (BRASIL, 2017; ICH Q2 (R1), 2005).

Sendo assim faz-se necessario o desenvolvimento e validacdo da
metodologia analitica através da cromatografia liquida de eficiéncia, para a obtencéo
de dados, demonstrando que o método proposto produz resultados confiaveis e

precisos.

2.9.1 Seletividade

Na determinacdo da seletividade o método analitico devera apresentar
resposta através da identificacdo e quantificagcdo para aquele analito de interesse,
independente da presenca de outros componentes que possam fazer parte da

amostra, como componentes da matriz, diluentes e impurezas (BRASIL,2017).

2.9.2 Linearidade

A linearidade é a capacidade de um método demonstrar resultados através de
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em
uma amostra. A relacao linear devera ser avaliada em toda faixa estabelecida para o
método. Devera ser utilizada, no minimo 5 (cinco), concentracdes diferentes de SQR
preparadas em, no minimo, triplicata (BRASIL, 2017).

2.9.3 Precisao

Na precisdo deve ser analisada a proximidade entre os resultados obtidos por
meio de ensaios com amostras preparadas conforme descrito no método analitico a
ser validado. Deve ser expressa por meio da repetibilidade, preciséo intermediaria e
reprodutibilidade. Deve ser avaliada pela dispersao dos resultados calculando-se o
desvio padrao relativo (DPR) da série de medi¢cdes (BRASIL, 2017). A repetibilidade
das amostras devera ser analisada sob as mesmas condi¢cfes de operacdo, mesmo
analista e mesma instrumentacdo. Na precisdo 0s seguintes critérios sao
obedecidos: resultados obtidos de uma mesma amostra, pelo menos dois dias

diferentes, operadores distintos e no mesmo laboratério (BRASIL, 2017). A
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reprodutibilidade se aplica em padroniza¢cdes de métodos analiticos em compéndios

oficiais, por meio de resultados obtidos em diferentes laboratorios (BRASIL, 2017).

2.9.4 Exatidao

A exatiddo é obtida por meio do grau de concordancia entre os resultados
individuais do método em estudo em relagcdo a um valor aceito como verdadeiro.
Devera ser determinada através de, no minimo, 9 (nove) determinacdes,
contemplando o intervalo linear do método analitico, ou seja, 3 (trés) concentracdes:

baixa, média e alta (trés réplicas cada nivel) (BRASIL, 2017).

2.9.5 Limite de deteccéo

Deve ser demonstrado pela deteccdo da menor quantidade do analito presente na

amostra, ndo sendo necessario sua quantificacdo. (BRASIL, 2017

2.9.6 Limite de quantificacao

Esta relacionado a menor quantidade do analito em uma amostra que pode
ser determinada com exatiddo e precisdo aceitaveis sob as condi¢cbes analiticas
estabelecidas (BRASIL, 2017).

2.9.7 Robustez

A avaliacdo da robustez devera ser considerada no desenvolvimento do
método analitico, devendo trazer a confiabilidade da analise em relacdo a
capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variacbes nos parametros do
método analitico (BRASIL,2017; ICH, 1996).
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2.10. Estudo de degradacéao forcada

O estudo de degradacdo forcada, consiste na submissdo do insumo
farmacéutico ativo (IFA) ou produto farmacéutico acabado, a determinadas
condi¢Oes de estresse, avaliando a estabilidade intrinseca da molécula e a formacéo
de possiveis produtos de degradacédo (BLESSY et al., 2014).

Para estudo de degradacéo forcada devem ser incluidos os testes de efeitos
de temperatura, umidade, oxidacao, hidrélise e luz. Os testes de estresse devem ser
utilizados para identificar se o IFA ou produto farmacéutico acabado €
particularmente sensivel a determinadas condi¢des anormais submetidas (BRASIL,
2019).

Conforme a RDC 318/2019, para a realizacdo do estudo de degradacéao, as
amostras deverdo ser submetidas as seguintes condicbes de degradacao:
aquecimento, umidade, solucdo acida, solugdo basica, solucdo oxidante, exposicéo
fotolitica.

De acordo com Silva e colaboradores (2009), o objetivo deste estudo de
degradacdo é obter uma degradacdo do composto em torno de 10 a 30%, e ndo a
degradacéo total do composto.

Tian e colaboradores (2016) realizaram um estudo de degradacao forcada em
comprimidos contendo cetoconazol e beauvericina. A combinacdo dos dois
farmacos foi exposta nas seguintes condicdes de estresse: 0,1 M de &cido cloridrico
(HCI); 0,1 M de hidroxido de sddio (NaOH) e Peréxido de Hidrogénio (H202) a 3%
por um periodo de 24 horas. Ja no estudo de degradacdo térmica a amostra foi
colocada em banho-maria a temperatura de 60°C durante 24 horas. No estudo de
degradacédo por atividade fotolitica, a amostra foi submetida 1,2 milhdes de lux por
um periodo de 14 dias (TIAN et al., 2016).

O cetoconazol apresentou uma diminuicdo de 6,4%; 51,1% e 9,6% % apos
exposicdo ao &cido cloridrico 0,1 M, peréxido de hidrogénio 3% e a exposicao
fotolitica, respectivamente. Ja beauvericina apresentou um percentual de
degradacédo de 12,3 e 0,1 %apoOs exposicdo ao hidroxido de sodio 0,1 M e a
exposicao fotolitica, respectivamente (TIAN et al., 2016).
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Staub e colaboradores (2010) realizaram um estudo de fotodegradacdo em
formulacbes magistrais e de xampu de cetoconazol. Tanto a formulacdo magistral,
quanto o produto industrializado foram expostos a luz UV, nos comprimentos de
onda de 254 e 352 nm durante 24 horas e analisados a cada 2 horas.

As andlises foram realizadas em HPLC (Shimadzu — LC 10AD), por
cromatografia de fase reversa, com eluicdo isocratica. Foi utilizada uma coluna
LiChrospher RP-8 (5 pm) — (150 mm x 4,6 mm). A fase movel era constituida de
metanol, acetato de aménio e 4gua na proporcao de 0,0025:3:7 (p/v/ v) fluxo de 1,0
mL/minuto, comprimento de onda de 225 nm e temperatura da coluna de 20°C. Apés
0 periodo de exposicdo e analises, foram isolados e identificados dois produtos de
degradacdo através de espectrometria de massas (STAUB et al., 2010).

Muchtaridi e colaboradores (2018) realizaram um estudo de degradacéo
forcada em seis farmacos da classe das estatinas (atorvastatina, sinvastatina,
fluvastatina, pitavastatina, pravastatina e rosuvastatina). Para tanto, as amostras
foram expostas a estressantes acidos, basicos, térmicos, oxidativos e fotoliticos, em
concentracdes e tempo de exposicao diferentes. Neste trabalho foi observado que
todas as estatinas submetidas as condi¢cdes de estresse apresentaram degradacédo
em todas as condicdes estressantes dependendo da concentracdo e periodo de
exposicao.

De acordo com os resultados deste estudo a Atorvastatina (ATV) apresentou
uma degradacdo do seu teor de 86,14% quando submetida a hidrélise neutra a
80°C. Ja no estudo de estresse oxidativo a ATV apresentou uma degradacao de
52,23% e 45,32% quando submetido a H202 3% e 30%, respectivamente
(MUCHTARIDI et al., 2018).

A sinvastatina (SIN) foi praticamente toda degradada quando exposta a
condi¢cbes acidas (1 M HCI a 50°C). A Sinvastatina degradou também quando foi
exposta a estresse oxidativo por H202 3% a 50°C e hidrdlise neutra a 90°C, porém
se mostrou estavel frente a hidrolise alcalina (1M NaOH a 50°C) e fotdlise (UV por
24 horas) (MUCHTARIDI et al., 2018).



38

2.11 Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade tem o propdsito de prover informacdes precisas
guanto a variacao da qualidade de um medicamento ou insumo farmacéutico ativo
(IFA) em funcdo do tempo, diante de fatores ambientais, como luz, umidade,
temperatura e gases (oxigénio e didxido de carbono) (BRASIL, 2019).

A estabilidade dos produtos farmacéuticos, além de fatores extrinsecos,
depende também de fatores relacionados ao proprio produto, os chamados fatores
intrinsecos, que sao as propriedades fisico-quimicas dos principios ativos e
excipientes, composicdo da forma farmacéutica, pH, tipo de embalagem (BRASIL,
2019).

De acordo com a forma farmacéutica, principalmente em se tratando de
emulsbes e suspensdes, o tamanho e a polaridade das particulas presente, influem
diretamente na estabilidade dos produtos farmacéuticos (BRASIL, 2019).

Fatores relacionados ao proprio produto, tais como propriedades fisicas e
qguimicas, excipientes, formas farmacéuticas, processo de fabricacdo podem também
alterar a qualidade do produto. A analises fisicas, quimicas, microbiolégicas e
toxicologicas devem ser cumpridas, para assegurar a qualidade do medicamento,
garantindo sua estabilidade durante seu prazo de validade, ou mesmo apds a sua
abertura, e subsequentes aberturas da embalagem primaria (BRASIL, 2019).

As alterac6es que venham acontecer extrapolando os limites de aceitacéo pré
determinados no que diz respeito as caracteristicas fisicas, quimicas,
microbioldgicas, terapéuticas e toxicolégicas dos produtos farmacéuticos podem
colocar em risco a eficiéncia e seguranca dos produtos (BRASIL, 2019).

O estudo de estabilidade tem a funcao de avaliar se um determinado produto
resistira a condicbes adversas por determinado periodo, em condicdes de
armazenamento pré-estabelecidas, buscando assim avaliar de maneira antecipada,
possiveis alteragfes na estabilidade do produto em estudo.

No estudo de estabilidade das formula¢des magistrais, ndo sdo atribuidos um
prazo de validade para esses produtos e sim um prazo de uso, ou seja, uma data
limite para o uso, que pode ser de dias até alguns meses, diferente do que se pratica
nos produtos industrializados, conhecidos como especialidades farmacéuticas
(BRASIL, 2019).
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A definicho para o prazo de uso dos produtos magistrais apresenta
variabilidade de uma formulagcédo para a outra, e deve ser levado em consideracéo
0s excipientes da formulacéo, o principio ativo, forma farmacéutica, embalagem e o
processo de preparo dos produtos, além de conhecimentos em relacdo a
estabilidade, compatibilidade e degradacdo dos componentes da formulacao
(BRASIL, 2019).

Diante disso, torna-se necessario o estudo de estabilidade do farmaco,
assegurando a qualidade e seguranca, durante todo o periodo proposto para seu
uso, ou seja, avaliando as caracteristicas fisicas, quimicas e microbiol6gicas durante
todo seu prazo de validade, sob determinadas condicbes de conservacdo e
armazenamento.

Grindi e colaboradores (2012), desenvolveram um estudo de estabilidade
acelerada em formulacdo de xampu de cetoconazol. Para realizacdo deste estudo
foram utilizadas duas formula¢cdes magistrais de xampu de cetoconazol, além de
medicamentos de referéncia, similares e genéricos, todos com concentragdo final de
2%. As amostras foram armazenadas durante 180 dias, em 4 °C, 25 °C e 40 °C a
uma umidade relativa (UR) de 70%, onde foram analisadas em relacdo ao aspecto,
pH, densidade, viscosidade e teor (GRINDI et al., 2012).

Os resultados obtidos por Grindi e colaboradores (2012) indicaram que tanto
as formulagées manipuladas quanto as industrializadas nao sofreram alteragdes de
pH e densidade, nas condic¢des de 4 °C, 25 °C e 40 °C a 70%UR durante o periodo
de andlise proposto. JA& em relacdo ao aspecto, as formulacbes comerciais se
mantiveram estaveis em temperatura de 4 °C e 25 °C, ndo apresentando alteracées
de cor e odor.

Porém, as formulacdes magistrais ndo apresentaram alteracdes de cor e odor
guando submetidas a temperatura de 4 °C, mas na condicdo de armazenamento de
25 °C, apresentou pequenas alteracdes em relacdo ao aspecto no final do periodo
do teste (GRINDI et al., 2012).

Peraro (2001) em seu trabalho avaliou a estabilidade de formulacdes
farmacéuticas industrializadas e manipuladas de cetoconazol sob a forma de creme,
submetidas a diferentes condi¢bes de umidade, temperatura e tempo, avaliando as

caracteristicas organolépticas, pH e viscosidade.
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As amostras foram armazenadas nas seguintes condi¢des: 10 °C e 75%UR,
40 °C e 75%UR e 50 °C e 90%UR. Para a obtencdo de 75%UR as amostras foram
colocadas em um dessecador com solucdo saturada de acetato de sddio. J& para a
obtencdo de 90%UR as amostras foram colocadas também em um dessecador
contendo agua destilada em seu interior. Ambas as umidades foram medidas com a
ajuda de um termo-higrometro (PERARO, 2001).

As amostras armazenadas a 10 °C e 40 °C (75%UR) n&o sofreram alteracdes
em relagcdo ao aspecto, cor e odor durante os 63 dias de andlise. As amostras
armazenadas a 50 °C ao final dos 63 dias de andlises se apresentaram totalmente
liquefeitas. O pH das amostras ndo apresentou variacdes significativas durante o
periodo de andlise (PERARO,2001).

Em relagdo a viscosidade, as amostras armazenadas a 40 °C e 75%UR
apresentaram um aumento da viscosidade no decorrer dos dias. JA as amostras
armazenadas a 10 °C e 75%UR apresentaram um leve aumento da viscosidade ja
no final do periodo da analise. As amostras submetidas a 50 °C e 90%UR tiveram
sua viscosidade diminuida, em relagdo as analises iniciais da amostra (PERARO,
2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a estabilidade fisico-quimica de uma formulacdo farmacéutica oftdlmica
magistral contendo cetoconazol.

3.2 Objetivos especificos

Otimizar e validar a metodologia analitica para suspenséo oftdlmica de cetoconazol
por meio de CLAE;

Realizar analises de qualidade de identificacdo, aspecto, pH, densidade, teor da
suspensao oftdlmica de cetoconazol.

Realizar estudo de degradacédo forcada do farmaco sob diferentes condi¢cdes de
estresse;

Avaliar estabilidade fisico-quimica do medicamento, por 90 dias (zero, 30, 60 e 90),
sob exposicao a temperatura de 40+2°C, em umidade relativa de 75%UR+5% (UR);
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Substancia Quimica Matéria Prima

Foi utilizada um padrdo secundario de cetoconazol, lote numero
KET/11902075, da marca Purifarma, data de fabricacdo: 01/02/2019, data de
validade: 31/01/2024, com analise de certificagdo do fabricante, adquirido em um
comeércio local.

4.2 Medicamento

O objeto de estudo foi uma suspenséao oftalmica manipulada de cetoconazol 5%, lote
n°: 210911544 - Validade: 13/12/2021

4.3 Equipamentos e vidrarias

- Balanca analitica de precisdo (Marca: Shimadzu - AY220)

- Pipetadores automaticos

- BalBes volumétricos de 25 mL, 50 mL, 100 mL e 200mL

- Ultrassom (Marca: Ultra Clean morrer - 1400)

- Camara de lampada UV (254 e 365 nm) — (Marca: Biotech — Modelo - BT- 107)
- Seringas de plastico de 10 mL

- Filtros de membrana Polietersulfona (PES) Milipore (0,45 pm)
- Vials (2,0 mL)

- Bomba a vacuo (LT65 -Limatec)

- Destilador (Marca: Quimis)

- Mesa agitadora (Marca: Quimib)

- Banho Maria (Marca: Quimis — Modelo — 03344-18)

- Peagametro (M5 Tecnopon Modelo mPA - 210)

- Estufa Digital (Sterilifer)

- Microscopio Binocular Eclipse E-200 LED
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- Provetas 10 mL

4.4 Otimizacdo do método analitico por CLAE para determinacéao

A condicdo de analise foi otimizada por CLAE, utilizando um equipamento da
Marca Waters®, provido de automagédo e auto injetor, apresentando detector
UV/DAD (detector de arranjos diodo). O comprimento de onda utilizado foi de 225
nm. Foi utilizada uma coluna de fase reversa, coluna RP-18, com comprimento de
250 mm e didmetro interno de 4,6 mm, com tamanho de particula de 5 pm.

O fluxo da fase movel foi de 1,0 mL/minuto, contendo na fase movel uma
mistura metanol e agua (95:5). A performance cromatografica (“system suitability”)
foi avaliada através dos seguintes parametros de conformidade, de modo a verificar
a capacidade analitica do método, sistema e coluna: fator de retencao (k’), nimero
de pratos tedricos (N) e fator de cauda (Tf) (BRASIL,2019).

4.4.1 Escolha da Fase Movel

A selecéo da fase moével foi baseada em trabalhos descritos na literatura, e de
acordo com esses levantamentos os solventes foram escolhidos para a otimizacéo
do método, levando em consideracdo a polaridade, toxicidade, custo e a

lipofilicidade do analito (Tabela 1).



Tabela 1 - Trabalhos relacionados para selecdo da fase movel
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Método

Fase Mo6vel

Forma
Farmacéutica

Referéncia

Metanol e acetato de
amonia 0,5% (p/v)
(95:5)

Comprimido

Brasil (2019)

Diisopropilamina em
metanol (1:500)
/acetato de amonio
(2:200) (7:3)

Comprimido

USP (2005)

Mistura de solucao A
e B/ solucao A:
monoisopropilamina-
metanol (2:500, V/V) /
Solucéo B:acetato de
amonio-agua (1:200,
p/v) -ajuste pH 5,5

com acido acético

Comprimido

Staub (2005)

2,55gde
hidrogenossulfato de
tetrabutilamoénio em
750 mL de 4gua e
diluir em acetonitrila

Suspenséo oral

USP (2005)

Acetato amonio,
dioxano, metanol
(20:40:40, viviv)

Comprimido

European
Pharmacopeia
(2007)




45

4.4.2 Condicao Cromatografica Otimizada

A CLAE foi realizada por cromatografia de fase reversa, utilizando uma coluna
cromatografica RP 18 - 250 mm x 4,6 mm (5 pum), comprimento de onda de 225 nm.
O volume injetado foi de 20,0 pL, com fluxo da fase mével de 1,0 mL/minuto e

temperatura de 25°C.
4.5 Ensaios preliminares para a escolha do solvente

Na realizacdo dos ensaios preliminares para obtencdo de uma melhor
solubilizacdo da amostra, foram testados os solventes diclorometano, acetonitrila,
acido cloridrico, metanol e uma mistura de metanol e tetraidrofurano (THF) (50:50).
O desenvolvimento e validacdo da metodologia foi adaptada de acordo com a
metodologia descrita para doseamento de cetoconazol comprimido, conforme
descrito na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019). Algumas alteracdes foram
realizadas, objetivando-se a otimizacao do método para identificacdo e quantificacéo

do cetoconazol na formulagéo oftalmica.

4.5.1 Ensaio preliminar utilizando metanol como solvente (1° ensaio)
a) Preparo da solucdo padrao de cetoconazol

Foram pesados 100 mg de CTZ matéria-prima. O material pesado foi
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL contendo 50 mL de metanol. O
baldo foi posto em banho de ultrassom, durante 15 minutos para completa
solubilizacédo do farmaco. Apos esse periodo, o volume foi completado com metanol,
obtendo-se uma concentracéo final de 1,0 mg/mL.

Dessa diluicdo foram retirados 5 mL com pipeta volumétrica e transferidos
para um baldo volumétrico de 50 mL, sendo seu volume completado com metanol,
obtendo uma concentracao final de 0,1 mg/mL. A amostra foi filtrada com filtro de

membrana (0,45 pm).
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b) Preparo da solucdo amostra

Foi retirada uma aliquota de 1 mL de pool de suspenséo oftalmica de CTZ a
5% e foi transferido para um baldo de 50 mL com o auxilio do metanol. O baléo foi
levado ao ultrassom por 15 minutos e logo apos o volume foi completado com
metanol, obtendo-se uma concentracao final de 1,0 mg/mL.

A solucéo foi filtrada em papel de filtro, desprezando-se inicialmente 10 mL do
filtrado, sendo o restante recolhido em um béquer. Desse filtrado, foram aliquotados
5 mL com auxilio de pipeta volumétrica e transferidos para um baldo volumétrico de
50 mL, sendo seu volume completado com metanol, obtendo uma concentracéo final

de 0,1 mg/mL. A amostra foi filtrada com filtro de membrana (0,45 pm).

c¢) Condicédo analitica utilizada

- Comprimento de onda: 225 nm

- Coluna cromatografica: RP 18 — (250 mm x 4,6mm), 5 um

- Volume de injecdo: 20,0 pL

- Fluxo da Fase Movel:1,0 mL/minuto

- Temperatura: 25°C

- Fase movel: metanol: 4gua (95:5 v/v) — eluicdo isocratica

4.5.2 Ensaio preliminar utilizando diclorometano como solvente.
a) Preparo da solucdo padrao de cetoconazol

Inicialmente foram pesados 100 mg de CTZ matéria-prima. O material pesado
foi transferido para um baldo volumétrico de 100mL com o auxilio do diclorometano.
Posteriormente o baldo volumétrico foi posto em banho de ultrassom, durante 15
minutos, para solubilizacéo.

Ao término do periodo, o baldo foi retirado do ultrassom e seu volume foi
completado com diclorometano, obtendo-se uma concentracéo final de 1,0 mg/mL.
Dessa solugdo foram retirados uma aliquota de 5 mL com pipeta volumétrica e
transferida para um baldo volumétrico de 50 mL, sendo seu volume completado com
diclorometano, obtendo-se uma concentracao final de 0,1 mg/mL. A amostra foi

filtrada com filtro de membrana (0,45 pum).
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b) Preparo da solu¢cdo amostra

Foi retirada uma aliquota de 1 mL de pool de suspenséo oftalmica de CTZ a
5% e foi transferido para um baldo de 50 mL com o auxilio do diclorometano. O
baldo foi levado ao ultrassom por 15 minutos e logo apés o término do tempo, seu
volume foi completado com diclorometano, obtendo-se uma concentracao final de
1,0 mg/mL.

Dessa solugéo foram extraidas uma aliquota de 5 mL com pipeta volumétrica
e transferida para um baldo volumétrico de 50 mL, sendo seu volume completado
com diclorometano, obtendo-se uma concentracao final de 0,1 mg/mL. A amostra foi
filtrada com filtro de membrana (0,45 um) e distribuida em vials.

Nessa metodologia proposta utilizando diclorometano, foram utilizadas
diferentes condi¢des analiticas com a finalidade de se obter uma melhor resolucéo
cromatografica. Na tabela 2 estdo descritas as condicbes analiticas utilizadas

usando diclorometano como solvente.

Tabela 2 - Condic¢des analiticas utilizadas com diclorometano como solvente.

Condicdo | Comprimento | Volume Fluxo Temperatura Fase

analitica |de onda (nm) |injecdo (ul) | mL/minuto °C Moével *
12 215 20,0 1,0 25 95:5
28 225 10,0 1,2 22 93:7
32 245 10,0 1,2 22 90:10

Fase movel*: metanol e agua
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4.5.3 Ensaio preliminar utilizando tetraidrofurano (THF) e metanol como
solvente

a) Preparo da solucdo padrao de cetoconazol

Inicialmente foram pesados 100 mg de CTZ, matéria-prima em balanca
analitica. O material pesado foi transferido para um baldo volumétrico de 100mL com
0 auxilio de uma mistura de metanol e THF (50:50). Posteriormente o baldo
volumétrico foi levado ao ultrassom, durante 15 minutos para solubilizacao.

Ao término do periodo, o volume foi completado com metanol e
tetrahidrofurano na proporcdo de 50% de cada solvente, obtendo-se uma
concentracgédo final de 1,0 mg/mL. Dessa solucdo foram extraidas uma aliquota de 5
mL com pipeta volumétrica e transferida para um baldo volumétrico de 50 mL, sendo
seu volume completado com uma mistura de solvente de THF e metanol (50:50),
obtendo-se uma concentragao final de 0,1 mg/mL.

A amostra foi filtrada com filtro de membrana (0,45 pm). Devido a toxicidade

dos solventes, os mesmos foram manuseados dentro da capela de fluxo laminar.

b) Preparo da solucdo amostra

Foi retirada uma aliquota de 1 mL de pool de suspenséo oftalmica de CTZ a
5% e foi transferido para um baldo de 50 mL com o auxilio de uma mistura dos
solventes THF e metanol (50:50).

O baldo foi levado ao ultrassom por 15 minutos e apds, seu volume foi
completado com a mistura THF: metanol, obtendo-se uma concentracéo final de 1,0
mg/mL.

Dessa solucéo foi retirada uma aliqguota de 5 mL com pipeta volumétrica e
transferida para um baldo volumétrico de 50 mL, sendo seu volume completado com
THF e metanol (50:50), obtendo-se uma concentragao final de 0,1 mg/mL. A amostra

foi filtrada com filtro de membrana (0,45 pm).

C) Condicao analitica utilizada
Comprimento de onda: 225 nm
- Coluna cromatografica: RP 18 — (250 mm x 4,6mm - 5um)

- Volume de injecédo: 20,0 pl
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- Fluxo da Fase Maovel:1,0 mL/minuto

- Temperatura: 25°C

- Fase movel: metanol: agua (95:5 v/v) — eluicéo isocratica

4.5.4 Ensaio preliminar utilizando metanol como solvente (2° ensaio)
a) Preparo da solucdo padrao de cetoconazol

Para o preparo da solucdo padrdo foi mantido o mesmo método de
solubilizacéo e condigdo analitica do primeiro ensaio. Inicialmente foram pesados
100 mg de CTZ matéria-prima O material pesado foi transferido para um baldo
volumeétrico de 100mL com o auxilio do metanol. Posteriormente o bal&o volumétrico
foi levado ao ultrassom, durante 15 minutos para solubilizacéo.

Ao término do tempo, o baldo foi retirado do ultrassom e seu volume foi
completado com metanol, obtendo-se uma concentracédo final de 1,0 mg/mL. Foi
extraida uma aliquota de 5 mL com pipeta volumétrica dessa solucéo é transferida
para um baldo volumétrico de 50 mL, posteriormente seu volume foi completado
com metanol, obtendo-se uma concentracdo final de 0,1 mg/mL. A amostra foi

filtrada com filtro de membrana (0,45 pm).

b) Preparo da solucdo amostra

Para a preparacdo da solucdo amostra neste segundo ensaio, algumas
etapas da metodologia foram alteradas em relacdo a do primeiro ensaio com
metanol. Foi retirada uma aliquota de 1 mL de pool de suspenséao oftalmica de CTZ
a 5% e foi transferido para um baldo de 50 mL, seu volume foi completado com 80 %
de sua capacidade com metanol.

O balédo foi levado a uma mesa agitadora por 24 horas. Posteriormente o
baléo foi colocado no ultrassom por 25 minutos e logo apés o término do tempo, seu
volume foi completado com metanol, obtendo-se uma concentracao final de 1,0
mg/mL. O bal&o volumétrico ficou em repouso por 20 minutos para sedimentacéo do
Oleo presente na formulagao.

A dispersao foi filtrada com papel de filtro, desprezando-se inicialmente 10 mL
do filtrado, sendo o restante recolhido em um béquer. Desse filtrado, foi retirada uma

aliquota de 5 mL, transferida para um baldo volumétrico de 50 mL, seu volume foi
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completado com metanol, obtendo-se uma concentracdo final de 0,1 mg/mL. A
amostra foi filtrada com seringa e filtro Milipore PES (0,45 pm).

No segundo ensaio utilizando metanol como solvente, foram feitos
procedimentos analiticos padronizados em relacdo ao tempo de 24 horas na mesa
agitadora, 25 minutos em ultrassom, 20 minutos de repouso, e filtracdo da solucéo
da amostra. Na tabela 3 estdo descritas as condi¢cfes analiticas no segundo ensaio

utilizando metanol como solvente.

Tabela 3 - Condi¢cBes analiticas otimizadas no segundo ensaio utilizando metanol
como solvente.

Parametros analiticos 12 condicao 22 condicao
Comprimento de onda 225 nm 225 nm
Volume de injecao 20,0 pl 20,0 pl
Fluxo da Fase Movel 1,0 mL/minuto 1,0 mL/minuto
Temperatura 22°C 30°C
Fase movel: metanol e 4gua 90:10 95:05

*Coluna cromatografica: RP 18 — (250 mm x 4,6 mm)
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5 Validacédo do método por CLAE

O desenvolvimento e validacdo do método analitico por CLAE para a
substancia em estudo foi realizado conforme descrito nas diretrizes da RDC ANVISA
n° 166/2017.

No presente estudo foram avaliados os parametros de adequacgéao do sistema,
linearidade, seletividade, repetibilidade, precisdo intermediaria, exatiddo, limite de

deteccao, limite de quantificacdo e robustez do método por CLAE.
5.1 Linearidade

Para determinacdo da linearidade foi preparada uma solucdo padrdao de
estoque de CTZ. Foi pesado 200 mg de CTZ matéria prima, na qual foi transferida
para um baldo volumétrico de 200 mL com o auxilio do metanol; em seguida foi
completado o volume com metanol, a fim de se obter uma concentragao final de 1,0
mg/mL.

Em seguida a avaliacdo da linearidade foi realizada pela preparacao de cinco
concentracdes diferentes, onde foram retiradas aliquotas de 4,0 -45-50-55¢e
6,0 mL, foram transferidas para um baldo de 50 mL, e entdo seus volumes foram
completados com metanol, obtendo-se concentracdes de 0,08 mg/mL, 0,09 mg/mL,
0,1 mg/ml, 0,11 mg/mL e 0,12 mg/mL, correspondendo a uma concentracao de faixa
de trabalho de 80% a 120%.

A determinagéo da linearidade foi feita em cinco concentragdes diferentes, em
triplicata para cada concentracéo. Foi realizada uma curva analitica, de acordo com
as médias das concentracdes, onde foram descritas: a representacao grafica em
funcdo da concentracdo do analito, a avaliacdo da associacdo linear pelos
coeficientes de correlacdo e determinacdo e a equacao de reta de regressao de y

em X.
5.2 Precisao

A precisao foi expressa por dois resultados diferentes, ou seja, através de
repetibilidade e da precisdo intermediaria. Na determinacéo da repetibilidade, as

amostras foram avaliadas por um mesmo analista, em uma unica corrida.
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Na otimizacdo da precisdo intermediaria, as amostras foram analisadas por
analistas distintos, em dias diferentes, ou seja, foram analisadas em dois dias. Foi
pesado 200 mg de cetoconazol matéria-prima, em seguida foi transferido para um
baldo volumétrico de 200 mL. Em seguida seu volume foi completado com metanol,
obtendo uma concentracao final de 1,0 mg/mL.

Foram transferidas aliquotas de 4,0; 5,0 e 6,0 mL para baldo volumétrico de
50 mL, seus volumes foram completados com metanol, obtendo-se concentracdes
de 0,08; 0,1 e 0,12 mg/mL.

Para a avaliacdo da precisdo foram utilizadas as concentragcfes: 0,08; 0,1 e
0,12 mg/mL, correspondentes as concentracbes baixa, média e alta,
respectivamente. As concentragdes foram preparadas em triplicata e no segundo dia
0 mesmo procedimento foi realizado para a determinacdo da precisao intermediaria.

As analises foram expressas em DPR.
5.3 Exatidao

Para a determinacdo da exatiddo do método, foi avaliada a partir de adicéo e
recuperacdo de quantidades conhecidas de cetoconazol padrdo secundario na
amostra. Para determinacdo da exatiddo, foi transferido 1 mL de suspenséo
oftalmica 5% de CTZ (50mg/mL) para um baldo volumétrico de 50mL e
posteriormente seu volume foi completado com metanol, obtendo uma concentracao
final de 1,0 mg/mL.

Dessa diluicdo, foram retiradas 3 (trés) aliquotas, e transferidas para baldes
volumétricos de 25 mL, contendo cada baldo 2,5 mL de solu¢cdo amostra a 1 mg/mL.
Foi adicionado 2mL de solucdo do padréo estoque de cetoconazol (SPE a 1 mg/mL))
no primeiro baldo (0,08 mg /mL), 2,5mL de solu¢do padrdo no segundo baldo (0,1
mg/mL) e 3 mL de solucdo padrdo no terceiro baldo (0,12 mg/mL). Seus volumes
foram completados com metanol. Foram obtidas 3 (trés) concentracfes diferentes,
ou seja, concentracdo: baixa, média e alta. A amostras foram analisadas em

triplicata para cada concentragdo obtida.



Tabela 4 - Concentracdo das solucbes para analise de exatidao.
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C1* (mg/mL)

C2** (mg/mL)

C3*** (mg/mL)

1

2

3

0,10
0,10

0,10

0,08
0,10

0,12

0,18
0,20

0,22

* C1 - concentracao do analito na amostra nao fortificada

** C2 - concentracao do analito adicionada a amostra fortificada

*** C3 - concentracdo do analito na amostra fortificada

Para realizar o calculo de exatidao sera utilizada a seguinte formula:
(%) = (C2 - C1) / C3 x 100 (SCHWANZ e MORH, 2012).

5.4 Limite de deteccédo e quantificacao

O limite de deteccao (LD) e quantificacdo (LQ) foi demonstrado a partir da

inclinacdo na curva analitica e do desvio padrao do intercepto. As férmulas da

equacao sao:

LD=33DPa (1)
IC
LQ =10 DP «a (2)

IC

Logo, DP a é o desvio padrao do intercepto do eixo Y, sendo obtido através

de 3 curvas de calibracao; IC é a inclinacdo da curva de linearidade.

5.5 Seletividade

Para determinacdo da linearidade foi preparada uma solucdo padrdao de

estoque de CTZ. Foi pesado 200 mg de CTZ matéria prima, na qual foi transferida

para um baldo volumétrico de 200 mL com o auxilio do metanol; em seguida foi

completado o volume com metanol, a fim de se obter uma concentracao final de 1,0

mg/mL. Dessa solucéo foi retirado 5 mL e transferido para um baléo volumétrico de

50 mL e, entédo, o volume foi completado com metanol, obtendo uma concentracao

final de 0,1 mg/mL.
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A seletividade foi demonstrada através do estudo da estabilidade intrinseca,
descrita no item 6, onde foi observada a pureza cromatografica do cetoconazol com

recurso do detector DAD.
5.6 Robustez

Para a determinacédo da robustez do método, determinados parametros para
analise por CLAE foram modificados em relagdo ao método otimizado, como:
alteracdo da proporcéo da fase movel, temperatura da coluna e fluxo da fase mével.

Foi feita a alteracdo da proporcdo do solvente organico da fase movel,
metanol e agua, em relacdo a proporgao inicial (96:4). O fluxo da fase movel
também foi alterado para 1,2 mL/minuto, assim com a temperatura, que também foi

aumentada para 30°C.

6 ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA

Com o objetivo de avaliar a estabilidade da molécula e a formagéo de
possiveis produtos de degradacdo, o CTZ foi submetido a condi¢cbes forcadas de
estresse, para avaliacdo da estabilidade intrinseca. As condicfes utilizadas foram:

Hidrdélise acida: inicialmente foi adicionado 5 mL de solucéo padrao estoque
(1 mg/mL) em um baldo volumétrico de 50 mL contendo 10 mL de HCI 0,1M. O
volume foi completado até a capacidade de 80% do baldo e foi levado ao banho-
maria por 4 horas, a 60° C.

Hidrélise basica: foram adicionados 5 mL de solucdo de padrdo secundario
(1 mg/mL) em um baldo volumétrico de 50 mL. Nesse mesmo baldo foram
adicionados 10 mL de NaOH 0,1 M. O volume do bal&do foi completado com metanol
até 80% de sua capacidade, e posteriormente este balédo foi levado ao banho-maria
a 60°C, por 4 horas.

Hidrdlise neutra: 5 mL da solucdo de padrédo secundario de cetoconazol (1
mg/mL), foram transferidos para um baldo volumétrico de 50 mL. Neste mesmo
baldo foram adicionados 10 mL de &gua destilada, sendo o volume do baldo

completado até a capacidade de 80% e levado ao banho-maria por 4 horas, a 60°C.
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Exposicdo ao peroxido de hidrogénio: para preparacdo do peroxido de
hidrogénio a 3%, 3 mL de perdxido de hidrogénio a 30% foram transferidos para um
baldo volumétrico de 100 mL, e posteriormente seu volume foi completado com 4gua
destilada. Dessa solucao foi extraida uma aliquota de 10 mL e transferida para um
baldo de 50 mL. Neste mesmo baldo foi adicionado uma aliquota de 5 mL de
solucdo de padrédo secundario de cetoconazol (1 mg/mL), sendo seu volume
completado posteriormente até 80% da sua capacidade com metanol, sendo este
baldo levado a banho-maria a 60° C, por 4 horas.

Exposicdo a luz ultravioleta:5 mL de solu¢cdo de padrdo secundario de
cetoconazol (1mg/mL) foram adicionados a um baldo volumétrico de 50 mL, sendo
seu volume completado com metanol, obtendo uma concentracdo final de 0,1
mg/mL. O baldo foi levado a uma camara escura de luz UV, sendo submetido a
comprimentos de onda de 254 a 365 nm, por 4 horas.

Exposicéo a luz natural:5 mL de cetoconazol solucédo de padrdo secundario
(Img/mL) foram adicionados a um baldo volumétrico de 50 mL, sendo seu volume
completado com metanol, obtendo uma concentracdo final de 0,1 mg/mL. Para
avaliacao da exposicao a luz natural, a amostra foi colocada ao abrigo de luz natural,
de modo a submeté-la a luz diurna constantemente durante o periodo de 48 horas.

Exposicdo a temperatura de 60° C: foram adicionados 5 mL de solucdo de
padrdo secundario de cetoconazol (1 mg/mL) em um baldo volumétrico de 50 mL,
seu volume foi completado com metanol até 80% de sua capacidade. O balédo foi
levado a banho-maria a temperatura de 60°C, por 4 horas.

Ao término da condicdo de estresse, todas as amostras tiveram seu volume
completado com metanol no baldo volumétrico de 50 mL, obtendo-se uma
concentracéo final de 0,1 mg/mL de cetoconazol. Posteriormente, as amostras foram

filtradas e analisadas por CLAE.
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7 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Para o estudo de estabilidade do cetoconazol suspensdo oftalmica 5%, os
frascos foram submetidos a temperatura 40° C e 75% de umidade relativa, por um
periodo de 90 dias. As formulacfes estavam acondicionadas em frascos conta-gotas
branco leitoso e opacos, sua embalagem primaria, com capacidade para 10 mL.

Para simular a umidade relativa de 75%, inicialmente pesou 36 g de cloreto
de sodio (NaCl) e diluiu em 100 mL de agua destilada para se obter uma solucao
saturada (TUBINO e SIMONI, 2007). As amostras foram colocadas dentro de um
dessecador contendo a solucdo saturada de NaCl, e armazenadas dentro de uma
estufa a 40° C. A umidade relativa de 75% foi controlada com o auxilio de um termo-
higrometro (PERARO, 2001).

Para a analise das amostras, estas foram retiradas do interior do dessecador
dentro estufa e analisadas nos tempos de 30, 60 e 90 dias.

As andlises realizadas em relacdo as suas caracteristicas fisico-quimicas
foram identificacdo, caracteristicas organolépticas, pH, densidade e teor. De acordo
com a RDC n° 318/2019, o estudo de estabilidade em uso, sdo estudos projetados
para medicamentos acondicionados em embalagens multidoses, tendo como
finalidade do estudo confirmar informacdes iniciais e finais que comprove o periodo
de utilizacdo que o medicamento mantém sua estabilidade apds abertura e
subsequentes reaberturas da embalagem primaria.

Para a realizacdo do estudo de estabilidade desta amostra, foi realizado o
estudo de estabilidade acelerado conforme descrito no anexo | da RDC n° 318/2019
para medicamentos armazenados em temperatura ambiente (entre 15°C e 30°C -
protegidos de umidade) (BRASIL, 2019).

7.1 ldentificagcao

Foi utilizada a mesma metodologia descrita para doseamento conforme
descrito no item 8.2, no qual o tempo de retencdo (Tr) do pico principal do
cromatograma da solugdo amostra, obtida no método através do método de
doseamento, corresponde aquele do pico principal da solucéo padrao, sendo assim
comparados os tempos de retencao e perfil dos picos (Brasil, 2019).
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7.2 Teor

Foi adaptada a metodologia de doseamento de cetoconazol comprimido
conforme especificado na monografia da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019). Para
a determinacao do teor, as amostras foram analisadas no tempo O (zero), 30 ,60 e
90 dias. Para a solucdo amostra foi transferida inicialmente 1mL de cetoconazol
suspensao oftalmica 5% para um baldo volumétrico de 50 mL, onde posteriormente
foi completado seu volume com metanol.

Dessa diluigéo foi retirado 5 mL e transferido para um baldo volumétrico de 50
mL e, entdo, o volume foi completado com metanol, obtendo uma concentragao final
de 0,1 mg/mL. As amostras foram analisadas pelo método otimizado por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).

Foi utilizada na fase mdével uma mistura de metanol e agua (95:5). Foi
considerada aceitavel a faixa de 90 a 110% conforme descrito na monografia para

CTZ comprimidos da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019).

7.3 Caracteristicas organolépticas

As amostras de suspensédo oftalmica de cetoconazol 5% foram analisadas
quanto ao aspecto, a cor e o odor no tempo inicial O (zero), ou seja, apos a abertura
do frasco e nos tempos de 30, 60 e 90 dias, nas condicdes de armazenamento a 40
°C e 75%UR.

7.4 Determinacéao do pH

Para a determinacdo do pH da suspenséo oftalmica de cetoconazol 5%, a
amostra foi previamente homogeneizada, posteriormente foi transferida para um
béquer, onde foi medido o pH utilizando um potenciébmetro, previamente calibrado
utilizando solugdes tampdes padronizadas de pH 4,0 e 7,0, por insercdo direta do

eletrodo.
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7.5 Densidade

A determinacdo foi realizada através do picndémetro. Inicialmente foi realizada
a calibracdo do equipamento, através da determinacdo do picnémetro vazio e a da
massa do seu conteudo com agua, recentemente destilada, a 20°C.

A amostra foi transferida para o picnédmetro, sendo ajustada a temperatura
para 20°C, foi retirado o excesso da amostra e pesou-se. O peso da amostra, assim
como 0 peso da agua, foi obtido através da diferenca de massas do picnémetro
cheio e vazio. A densidade relativa foi calculada através da raz&o entre a massa da
amostra liquida e a massa da agua, a 20°C (BRASIL, 2019).

7.6 Analise da suspensao oftalmica por microscopia

Para andlise da suspensdo por microscopia direta, foi utilizado um
microscopio Optico. Foi retirada uma aliquota de 100 ul da suspenséo oftalmica com
o auxilio de uma micropipeta, apds padronizacdo de 5 minutos de agitacdo manual,
onde a aliquota extraida foi depositada em uma lamina e analisada. A analise
microscopica tinha por objetivo avaliar a uniformidade do tamanho e das formas das

particulas. As imagens foram capturadas com aumentos de 100 vezes.

8 VOLUME DE SEDIMENTACAO

Apds armazenamento a temperatura ambiente no almoxarifado do Hospital
Universitério, por 90 dias. Para determinagdo do volume de sedimento formado,
amostras da suspensdo foram previamente homogeneizadas e 10 mL foram
transferidos para proveta graduada. O volume de sedimento formado foi medido
diretamente na proveta, sem agitacdo, nos intervalos de tempo de 2, 4, 6, 8, 12, 24 e
48 horas.

O volume de sedimentacéao (F) foi calculado através da razao entre o volume

final de sedimento (Vi) e o volume total antes da sedimentacéo (Vo).

F = VdVo
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9 VISCOSIDADE

A viscosidade aparente foi determinada empregando-se viscosimetro
rotacional digital (BROOKFIELD, modelo LV-DV2T). Foi feita uma varredura em
todas as amostras na faixa de velocidade de 100 a 200 RPM, com torque entre 14 e
31%, em temperatura ambiente, utilizando o porta amostras com spindle S-31, em
duplicata. Ainda, realizou-se a medida da viscosidade do veiculo, apds 30 min de
centrifugacdo a 3000 RPM, também em duplicata. A viscosidade foi determinada

apo6s 90 dias de armazenamento em temperatura ambiente.
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10 RESULTADOS E DISCUSSAO

10.1 Selecéao do solvente para extracdo do IFA a partir do medicamento

10.1.1 Andlise cromatografica utilizando metanol como solvente (1° ensaio)

Na figura 9 é apresentado o cromatograma relativo a solucdo padrao
secundario de cetoconazol. Em relacdo ao pico do cetoconazol, os parametros
cromatograficos apresentados foram: fator de retencédo (k) de 1,33, numero de
pratos teorico por coluna (N/coluna) de 3771, fator de cauda (T) de 1,55. De acordo
com a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019) o Ilimite estabelecido para
determinacdo do fator de retencdo (k) deve ser maior que 0,5. Em relacdo ao
namero de pratos (N) tedricos o valor devera ser superior a 2.000 pratos/coluna e a
assimetria do pico (As) inferior ou igual a 2. Os parametros de performance (system
suitability), foram calculados onde cada limite estabelecido foi considerado

satisfatorio.
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Figura 9 - Cromatograma da solucdo padrao-secundario de Cetoconazol, obtido
com recurso DAD, na faixa de 200 a 400 nm, utilizando metanol como solvente.

Na figura 10, referente ao espectro na regido do ultravioleta obtido com o
recurso do detector DAD, pode-se observar que a solu¢do padrdo secundario

apresenta seu maximo de absor¢do no comprimento de onda de 225 nm.
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Figura 10 - Espectro na faixa de 200 a 400 nm da banda da solugdo padréo -
secundario de cetoconazol, obtido com recurso DAD.

A figura 11 representa o espectro de absorcdo da solucdo amostra de
cetoconazol. Nesse espectro ficou evidenciado que a solugdo amostra apresenta
sua absorcdo maxima no mesmo comprimento de onda da solucdo padrao
secundario, que junto com a analise dos cromatogramas ratifica presenca de

cetoconazol na amostra analisada.
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Figura 11 - Espectro de absor¢céo da solucdo amostra na faixa de 200 a 400 nm,
obtido com recurso de detector DAD, utilizando metanol como solvente.
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As figuras 12 e 13 representam cromatogramas em trés dimensdes (3D),
obtidos com o recurso do detector DAD. De acordo com a figura 12, o cetoconazol
apresentou um tempo de retengdo (Tr) de 3,372 minutos, na condi¢do analitica
utilizada.
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Figura 12 - Cromatograma da solucao padrédo-secundario, obtido com recurso DAD,
na faixa de 200 a 400 nm.

Na figura 13 é possivel visualizar o cromatograma da solucdo padréo
secundario utilizando metanol como solvente, onde foi possivel observar a presenca

apenas do cetoconazol no espectro de 200 a 400 nm.
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Figura 13 -Cromatograma da solucéo padréo secundéario em 3D, obtido com recurso
DAD, na faixa de 200 a 400 nm.
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A figura 14 representa o cromatograma da solucdo amostra de cetoconazol. Nessa
analise pode-se observar que o pico da solugdo amostra apresentou um

tempo de retencdo proximo ao tempo de retencdo do pico da solugcdo padrédo
secundario, porém a banda da amostra apresentou uma area menor em relacédo a
area da solucéo padrao, o que pode ser devido a dificuldade de extracdo do farmaco
a partir da formulacdo em andlise. A amostra apresentou uma area de 3641477,
enquanto a solugdo padrao, uma érea de 4516045.
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Figura 14 - Cromatograma da solu¢cdo amostra de Cetoconazol, obtido com recurso
DAD, na faixa de 200 a 400 nm, utilizando metanol como solvente.

Na figura 15 os cromatogramas foram sobrepostos, onde pode-se observar
uma menor intensidade do pico da amostra em relacdo a intensidade do pico da

solucdo padréo secundario, utilizando metanol como solvente.
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Figura 15 - Cromatograma da solugcao amostra e da solu¢do do padrdo-secundario
(sobrepostos), obtido com recurso DAD, na faixa de 200 a 400 nm. Cromatograma
da solugéo padréao (vermelho) - Cromatograma da solu¢cdo amostra (azul).

10.1.2 Andlise cromatografica utilizando diclorometano como solvente

Para andlise cromatogréafica utilizando diclorometano como solvente foram
realizadas 3 (trés) condi¢cdes analiticas. A proposta de utilizacdo do diclorometano
como solvente foi para obter uma melhor solubilizacdo da amostra, ja que a mesma
nao apresentava uma solubilizacdo completa com a utilizagdo do metanol como
solvente. Diferente da amostra solubilizada em metanol, as amostras diluidas no
diclorometano, ndo foram filtradas com papel de filtro, devido ao aspecto limpido da
solucdo sugerindo que toda a amostra foi solubilizada. Na primeira condicéo
analitica foram usados os mesmos parametros analiticos utilizados para metanol.

Na primeira condi¢do analitica por CLAE foi utilizado um comprimento de
onda de 225 nm, com uma coluna cromatografica RP-18 — 250 mm x 4,6 mm (5 um).
O fluxo da fase mével foi de 1,0 mL/minuto, temperatura da coluna 25° C, fase mével
contendo metanol e agua (95:5, v/v).

A figura 16 apresenta o cromatograma do cetoconazol padrdo secundario,
onde foi observado a presenca de dois picos, ou seja, picos em conjunto
apresentando ombros, com perda cromatografica, apresentando um aspecto
gaussiano defeituoso, sugerindo problemas na separacéao.

O primeiro pico apresentou um tempo de retencdo de 2,832 minutos, ja 0
segundo pico apresentou um tempo de retencao de 3,112 minutos, mas nao houve
resolucdo adequada entre os mesmos. Neste mesmo cromatograma foi observado

um outro pico com um tempo de 1,77 minuto, referente ao solvente diclorometano.
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Figura 16 - Cromatograma da solucédo padrdo de cetoconazol em 215 nm, usando
diclorometano como solvente.

Na figura 17 foi apresentado o espectro de absorcdo da solucdo padrao de
cetoconazol solubilizado em diclorometano. Neste espectro foi observado que o pico
com o tempo de retencdo de 3,112 minutos (pico 2) apresenta um perfil de absorcao
semelhante ao perfil de absor¢cdo do cetoconazol solugdo padrao quando utilizado
metanol como solvente.
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Figura 17 - Espectro na regido do UV da solucéo padrao, na faixa de 200 a 400 nm,
obtido com recurso de detector DAD, usando diclorometano como solvente. Pico 1 -
tempo de retengdo 2,832 min - em azul. Pico 2: tempo de retengdo 3,112 min,
apresenta espectro de absor¢cdo semelhante ao do padrédo quando usado metanol
como solvente - em vermelho.
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Na segunda condicdo analitica, foram feitas alteracfes, volume de injecéo,
fluxo da fase movel, proporcdo da fase movel e temperatura. Foi utilizado um
comprimento de onda de 225 nm, com recurso do detector DAD, com o objetivo de
se obter um melhor espectro da substancia presente na amostra.

O volume de injecéo foi diminuido, para tentar uma melhor resolucéo do pico
cromatografico, devido a diferenca de forca de eluicdo entre o solvente e a fase
movel. O fluxo da fase movel foi aumentado com o propdsito de se obter uma melhor
integracdo do pico. A temperatura foi diminuida devido a volatilidade do
diclorometano.

Na segunda condicdo analitica utilizada, devido ao diclorometano ser um
solvente volatil, foi utilizado temperatura igual a 22°C. Com comprimento de onda de
225 nm, fluxo da fase movel de 1,2 mL/minuto, o volume de injecéo foi de 10,0 pL,
fase movel contendo metanol e agua (93:7 v/v).

A figura 18 apresenta o cromatograma da solucdo padrdo secundario de
cetoconazol na segunda condi¢cdo analitica proposta, em que se observa um pico
cromatografico com tempo de retencdo de 1,77 minutos, sendo atribuido ao
diclorometano. Pode-se também visualizar a formacdo de picos assimétricos,

sugerindo problema na separacgéo dos picos.
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Figura 18 - Cromatograma da solucdo padréo de cetoconazol em 225 nm, obtido
pelo uso do detector DAD, usando diclorometano como solvente.
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A figura 19 apresenta o cromatograma do cetoconazol padrdo secundario.
Nessa condicdo analitica foi alterado o comprimento de onda para 245 nm, com o
objetivo de reducado dos interferentes. O fluxo da fase mével foi de 1,2 mL/minuto,
volume de injecdo de 10,0 pL. A propor¢cdo da fase moével de metanol e 4gua foi
alterada para 90:10 e a temperatura da coluna foi mantida a 22°C.

Nessa condicao foi observada a formacéao de 3 (trés) picos. O cromatograma
ndo obteve uma resolucao satisfatdria, ndo ocorrendo uma separagéo entre 0s

picos.
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Figura 19 - Cromatograma da solucdo padrdo de cetoconazol em 245 nm, obtido
pelo uso do detector DAD, usando diclorometano como solvente.

10.1.3 Andlise cromatografica utilizado Tetraidrofurano (THF) e metanol como
solvente.

Devido a dificuldade de extracdo do da substancia ativa a partir da
formulacéo, foi utilizado tetrahidrofurano (THF) como solvente em associacdo com
metanol (50:50), para tentar a solubilizacdo da porcdo oleosa da preparacao
magistral em analise pelo THF, liberando assim o farmaco para ser extraido pelo
metanol. Dentre os solventes testados, a mistura de THF e metanol foi a que

apresentou melhor perfil de solubilizacdo do IFA.
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Barrios e colaboradores (2011) utilizaram uma mistura de THF, metanol e
acetonitrila para a extracdo do adapaleno de uma suspensdo que possuia 0leo de
melaleuca. A utilizacdo do metanol com THF apresentou um melhor aspecto de
dissolucéo da amostra em relacdo ao uso de metanol e diclorometano. A condi¢ao
analitica otimizada por CLAE apresentava comprimento de onda de 225 nm, coluna
cromatografica RP 18 — (250 mm x 4,6 mm), o volume de injecao usado foi de 20,0
pl, com fluxo da fase moével de 1,0 mL/minuto, como fase moével composta por
metanol e 4gua (95:5 — v/v) e temperatura de 30° C.

O cromatograma da figura 20 apresentou um pico com o tempo de retencao
de 5,316 que indicava ser o CTZ. Para confirmacdo da analise foi utilizado um

branco da mistura dos solventes THF e metanol para comparacao dos picos.
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Figura 20 - Cromatograma da solucdo padrdo de cetoconazol em 225 nm, obtido
pelo uso do detector DAD, usando THF e metanol (50:50) como solvente.

A figura 21 mostra um cromatograma da mistura dos solventes THF e metanol
(50:50) devido a suspeita do pico apresentado na figura 20 ser do préprio solvente.
A andlise foi confirmada devido a proximidade do tempo de retencdo das duas
figuras serem préximos, onde foi possivel confirmar que o pico de figura 21, em
5,316 min, correspondia ao mesmo pico da figura 20 o que confirma que o pico é

referente ao solvente.
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Figura 21 - Solugdo de uma mistura de THF e metanol (50:50) sem a presenca do
farmaco.

10.1.4 Andlise cromatogréfica utilizando Metanol como solvente (22 ensaio).

O segundo ensaio utilizando metanol como solvente, a condicdo analitica
utilizada apresentou um comprimento de onda de 225 nm, coluna cromatogréfica -
RP 18 — 250 mm x 4,6 mm (5 pm), volume de inje¢do de 20,0 pL.O fluxo da fase
movel foi de 1,0 mL/minuto, sendo utilizado na fase mével metanol e agua (95:5 v/v)
e temperatura de 30°C.

A figura 22 representa o cromatograma da solucdo padrdo de cetoconazol,
obtida através de recurso de DAD, na concentracdo de andlise. Nessa figura
podemos observar o pico do padrdo de cetoconazol (CTZ), que apresenta um tempo
de retencdo (Tr) de 3,553 minutos em 225 nm. Os parametros de performance
cromatograficos (system suitability) calculados de acordo com as férmulas descritas
na Farmacopeia Brasileira (2019) foram: Fator de retencao (k) de 1,33, nimeros de
pratos tedricos (N) de 3755 pratos/coluna e fator de cauda (Tf) ou assimetria igual a
1,50. De acordo com os limites estabelecidos para cada parametro, os resultados
foram considerados satisfatorios.
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Figura 22 - Cromatograma da solucdo padréo de cetoconazol em 225 nm, segundo
ensaio, utilizando metanol como solvente.

Na figura 23 a solucdo padrao apresentou seu espectro de absor¢do maximo
no comprimento de onda de 225 nm, no segundo ensaio analitico utilizando metanol
como solvente.
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Figura 23 - Espectro na faixa de 200 a 400 nm, obtido com recurso de detector
DAD, da banda a solucéo padréao de cetoconazol, solvente - metanol.
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A figura 24 apresenta o cromatograma da solucdo padrédo de cetoconazol,
obtido com recurso do detector DAD, em 3D, apresentando o pico da solu¢cdo com

um tempo de retencgao (Tr) de 3,553 minutos.
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Figura 24 - Cromatograma em 3D da solugéo padrédo de cetoconazol, obtido com
recurso de detector DAD, segundo ensaio utilizando metanol como solvente.

A figura 25 representa o cromatograma da solucdo padrdo secundario, em
trés dimensodes (3D), obtido com recurso de detector DAD, utilizando metanol como
solvente, demonstrando o tempo de retencdo do cetoconazol (Tr = 3,553),
comprimento de onda de absor¢cdo maximo do composto de 225 nm e a intensidade
do pico. Neste cromatograma pode ser observado apenas a presenca do
cetoconazol no espectro de 200 a 400 nm. Nesta figura pode ser observado também
0 pico referente ao tempo morto, que apresenta um tempo de retencédo de 2,14.
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Figura 25 - Cromatograma em 3D da solugédo padréo de cetoconazol, obtido com
recurso de detector DAD.

A figura 26 representa o cromatograma da solu¢cdo amostra de cetoconazol
suspensao, obtida através da metodologia proposta no segundo ensaio utilizando
metanol como solvente. Apds a diluicdo a amostra foi levada a mesa agitadora por
24 horas, e apos o término desse periodo foi colocada em ultrassom por 25 minutos.
O cromatograma da amostra apresentou uma boa resolucéo, com o pico da amostra
apresentando uma area proxima ao pico do padrdo, obtendo-se um percentual de

recuperacéo da amostra (teor) de 80,63% com essa nova metodologia proposta.
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Figura 26 - Cromatograma da solucdo da amostra de Cetoconazol suspensiao em
225 nm, obtida com recurso de DAD, segundo ensaio utilizando metanol como
solvente.



73

A figura 27 apresenta o espectro da amostra em 225 nm, obtida com recurso
de detector DAD, utilizando metanol como solvente. Nessa Figura pode-se observar
que a amostra da solugdo de cetoconazol apresenta espectro maximo de absor¢ao
igual ao espectro de absorcdo da solucdo padrdo secundario, apresentando o

mesmo perfil de absorcao.
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Figura 27 - Espectro na regido do UV, na faixa de 200 a 400 nm, obtido com recurso
de detector DAD, da banda a solucdo da amostra de cetoconazol. Tempo de
retencdo do pico do padréao de 3,377 minutos.

Devido a grande dificuldade de extracdo do cetoconazol da formulacdo foram
utilizados diferentes solventes, com o objetivo de se obter uma melhor resolucao
cromatografica.

Dentre os diferentes solventes testados, apesar de ndo apresentar o melhor
perfil de solubilizacdo da amostra, o metanol foi o que apresentou um perfil
cromatografico mais satisfatério. Na segunda metodologia proposta, foi obtido um
melhor resultado em relacdo aos demais solventes e até mesmo em relacdo a
primeira metodologia proposta utilizando o0 mesmo metanol, apresentando um

melhor percentual de extracao (recuperacao).
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11 VALIDACAO DO METODO ANALITICO DE DETERMINACAO POR

CLAE

11.1 Linearidade

Na tabela 5 estdo apresentados os valores das areas obtidas, para obtencao

da curva analitica na faixa de concentracdo de 0,08 a 0,12 mg/mL. Nesta tabela

pode-se observar a linearidade do método, onde obteve-se respostas analiticas

diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, em conformidade
com a RDC ANVISA n° 166/2017.

Tabela 5 - Resultados obtidos na determinacéo da linearidade por CLAE.

AREA
Amostras |0,08 mg/mL |0,09 mg/mL | 0,1 mg/mL |0,11 mg/mL | 0,12 mg/mL
1 3612018 4039845 4458873 4929685 5339830
2 3628844 4108138 4463601 4900798 5327947
3 3587986 4027927 4523073 4884102 4249551
Média 3609616 4058637 4481849 4904862 5305776
DPR (%) 0,57 1,07 0,80 0,47 0,92

DPR: Desvio Padrao Relativo

A figura 28 indica a representacdo grafica e a equacao linear da area em

funcdo da concentragdo (mg/mL), mediante andalise das diferentes concentracdes da

solucdo padrdo na faixa de concentracdo de 0,08 - 0,12 mg/mL. O valor de

coeficiente de correlacao linear obtido foi de 0,9999, e esta de acordo com o valor de

coeficiente de correlacdo linear recomendado pela Resolugcdo ANVISA 166/2017,

que deve ser maior que 0,99. A equacao da reta € y=42.385.450,00 x + 33.602,87.
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Figura 28 - Curva de linearidade pelo método de anélise por CLAE.

11.2 Preciséao

Os resultados da precisdo foram analisados através da avaliagdo do desvio
padrdo relativo (DPR%), obtidos através da repetibiidade e da precisdo
intermediéaria, confirmando a precisdo do método, considerando como sendo DPR <
2,0 como critério de aceitacdo, conforme estabelecido pela RDC ANVISA n°
166/2017.

Na tabela 6 estdo representados os valores das areas, para determinacéo da
repetibilidade do método de analise, obtidas por CLAE, utilizando um comprimento
de onda 225 nm, metanol e agua (95:5) como fase movel e coluna de fase reversa -
RP 18 — (250 mm x 4,6 mm, 5 um), fluxo de 1,0 mL/min e temperatura da coluna de
25°C.
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Tabela 6 - Resultados obtidos na determinacéo da repetibilidade por CLAE.

AREA
Amostras 0,08 mg/mL 0,1 mg/mL 0,12 mg/mL
1 3612018 4458873 5339830
2 3628844 4463601 5327947
3 3587986 4523073 4249551
Média 3609616 4481849 5305776
DPR (%) 0,57 0,80 0,92

DPR: Desvio Padrao Relativo

Na tabela 7 estédo representados os valores das areas, para determinacao da
precisdo intermediaria do método de andlise, realizada em dois dias distintos,
obtidas por CLAE, utilizando um comprimento de onda 225 nm, metanol e agua
(95:5) como fase mével e coluna de fase reversa - RP 18 — (250 mm x 4,6 mm, 5
um), fluxo de 1,0 mL/min. e temperatura da coluna de 25°C. Os resultados obtidos
na determinacdo da precisdo intermediaria estdo de acordo com o0s critérios
preconizados na RDC n° 166/2017, apresentando um DPR < 2%, confirmando a

precisdo do método.
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Tabela 6 - Resultados obtidos na determinacéo da repetibilidade por CLAE.

AREA
Amostras 0,08 mg/mL 0,1 mg/mL 0,12 mg/mL
1 3612018 4458873 5339830
2 3628844 4463601 5327947
3 3587986 4523073 4249551
Média 3609616 4481849 5305776
DPR (%) 0,57 0,80 0,92

DPR: Desvio Padrao Relativo

11.3 Exatidao

A tabela 8 apresenta os resultados obtidos na avaliagdo da exatidéo através

do método de adicdo de uma quantidade conhecida de solucdo padrdo de

cetoconazol, utilizando metanol como solvente. Os valores obtidos na analise de

exatidao através do teste de recuperacéo indicam que o método € exato, devido aos

valores obtidos proximo ao valor de 100%, e por apresentar DPR inferior a 2% em

relacdo ao teor de recuperacao.

Tabela 8 - Resultados obtidos pelo teste de recuperacédo, concentragdo em mg/mL.

Amostras Concentracado | Concentracdo |Concentragcao (%)
da amostra em (_Jlo_ Padrao da amostra Recuperacéo
mg/mL adicionada em
mg/mL fortificada em
mg/mL
1 0,1 0,08 0,18 96,88
2 0,1 0,1 0,20 95,60
3 0,1 0,12 0,22 96,18
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11.4 Limite de deteccédo e quantificacao

A Tabela 9 mostra os resultados referentes aos limites de deteccéo e
quantificacdo do método por CLAE. O limite de detec¢do foi a menor quantidade da
substancia que pode ser detectada. O limite de quantificacdo esta relacionado com a
menor quantidade da amostra que pode ser quantificada com precisdo e exatidao

aceitaveis.

Tabela 9 - Resultados obtidos referentes aos limites de detecgao e quantificagao.

Parametros Cetoconazol (ug/mL)
Limite de deteccao 2,11 pg/mL
Limite de Quantificacao 6,99 pug/mL

11.5 Seletividade

O método demonstrou ser seletivo, através do estudo de degradacéo for¢ada,
conforme pode ser observado na figura 29, em que se mostrou especifico, na qual
foi possivel a separacdo e a identificacdo do cetoconazol, frente as variadas

condicBes de estresse.
11.6 Robustez

A tabela 10 apresenta os resultados obtidos para a avaliagcdo da robustez do
método. ApoOs diferentes modificagdes no método, foi calculado o DPR entre as
diferencas no teor da amostra. O resultado do DPR apresentado foi de 1,85 %,

sendo o método considerado robusto apds as alteracdes realizadas.
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Tabela 10- Resultados obtidos para determinacdo da robustez por método de CLAE,
utilizando metanol como solvente.

Teste Robustez

Area do Padréao

Area da amostra

Teor de
Recuperacéo (%)

Condicéo 4516045 3641477 80,63
Otimizada
Alteracédo do fluxo 4464289 3506199 78,53
de 1,2 mL/min.
Alteracdo da fase 4496187 3504066 77,93
movel (96:4)
Alteracdo da 4448268 3597423 80,87
temperatura
DPR (%) 0,68 1,92 1,85

12 ESTUDO DE DEGRADACAO FORCADA

Os farmacos necessitam de cuidados especiais em

relacdo ao seu

armazenamento e conservacdo, para que 0 mesmo mantenha suas caracteristicas

fisicas, quimicas e terapéuticas, diminuindo risco ao paciente (QUILES, 2011).

Durante o estudo de degradacéo forcada, foi possivel visualizar a formacéao

de alguns produtos de degradacao. Na tabela 11 estdo os resultados referentes ao

estudo de degradacéo forcada sob diferentes condi¢des de estresse.

O farmaco se manteve estavel em grande parte das analises do estudo de

degradacdo forcada, com excecdo das condi¢cbes de oxidacdo com peroxido de

hidrogénio a 3%, de radiacdo UV, e de exposi¢cdo a luz natural, onde o farmaco

apresentou uma significativa diminuicdo da area.
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Tabela 11 - Areas do cromatograma e tempo de retencéo (Tr) obtidas no estudo de
degradacéo do cetoconazol, em banho-maria a 60°C.

Amostra Area Tr* Teor (%)
Padrédo 4693215 3,362 100
Hidrolise acida 4375423 3,263 93,22
Hidrdlise basica 4571331 3,215 97,40
Hidrolise neutra 4636052 3,383 98,78
Oxidagédo H202 3% 3843021 3,202 81,88
Radiacdo UV 3971609 3,328 84,62
Luz natural 91876 3,560 1,95
Calor60°C 4637748 3,278 98,81

Tr* - Tempo de retencéo

O estudo de estabilidade tem o propésito de prover informacdes precisas
guanto a variacdo da qualidade de um medicamento ou insumo farmacéutico ativo
(IFA) em fungdo do tempo, diante de fatores ambientais, como luz, umidade e
temperatura (BRASIL, 2019). A estabilidade de um medicamento se refere a
extensdo na qual um produto mantém suas caracteristicas dentro de critérios de
aceitacdo ao longo do tempo. Na figura 29, estdo representados os graficos do
cetoconazol antes e apds a submissao a diferentes condicbes de estresse, como:
hidrélise acida (HCI 0,1 M), hidrélise basica (NaOH 0,1 M), hidrélise neutra (H20),
Oxidacdo (H202 3%), Radiacdo UV (Luz UV), Luz natural e calor a 60.
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Figura 29 - Cromatogramas da solucdo padrao de cetoconazol antes e apls ser
submetido a variadas condicfes de estresse. A deteccao foi realizada em 225 nm.
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Foi observado que o0 cetoconazol se manteve estavel nas condicdes
analisadas (hidrdlises acidas, alcalina e neutra). Pode-se observar uma alteracao no
cromatograma apds processo de oxidacao por exposi¢cdo ao peroxido de hidrogénio
a 3%, e ainda por exposicdo a luz UV e a luz natural.

O processo de degradacdo oxidativa € tida como uma das principais
responsaveis pela instabilidade dos farmacos. A oxidacdo é promovida através da
remocdo de atomo eletropositivo, elétron ou radical. A oxidacdo pode ser ainda
causada pela adicdo de um radical ou um atomo eletronegativo (SILVA et al., 2009).

O processo de oxidacdo ocorreu pela presenca dos radicais hidroxilas que
reagiram com o farmaco, provavelmente devido ao fato do nitrogénio presente no
anel piperazinico, ser propenso a formar N-0xidos nas moléculas de cetoconazol
(MHASKE e SAHASRABUDHE, 2011).

O cetoconazol é classificado como um farmaco fotossensivel, quando exposto
a radiacdes UV ou luz artificial, podem sofrer processo de degradacéo, diminuindo a
eficacia terapéutica do farmaco ou em alguns casos produzindo compostos toxicos
(STAUB, 2005).

No estudo de estresse frente a luz UV, a atividade fotolitica pode ter
desencadeado uma excitagcdo nos elétrons, causando uma perda de elétrons e
consequentemente levando a uma quebra da molécula.

No cromatograma da exposicdo a luz UV e luz natural, foi observado o
aparecimento de outros picos cromatograficos, sugerindo a formacéo de produtos de
degradacdo. A energia incidente da luz natural promoveu uma instabilidade da
molécula através no aumento dos niveis energéticos do farmaco, formando produtos
oxidantes (ALVES et al., 2008).

Nourieh e colaboradores (2019), descreveram sobre a atividade fotocatalitica
da mistura de Ortofosfato de prata (Ag3POs4) e 6xido de grafeno (GO) para
decomposicdo de cetoconazol presente como contaminantes no meio ambiente. A
atividade fotocatalitica foi realizada através de uma reacdo de oxi-reducdo, com
transferéncia de elétrons foto excitados de GO para (Ag3P0Oa4), gerando a producéo
de radicais hidroxilas (OH-) e superoxidos (O2-), realizando a oxidagdo do
cetoconazol (NOURIEH et al., 2019). O CTZ ndo se mostrou estavel na condi¢do
oxidativa, onde foi confirmado pela degradacdo do produto, com diminui¢cdo do teor
do cetoconazol.
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Isquibola e Rodrigues (2019) descreveram que o processo de fotolise ocorre
devido a absorcéo de radiacdo pela substancia, fazendo com que ocorra a quebra
de moléculas. Eles relataram ainda que quando uma molécula é exposta a luz UV,
os elétrons saltam de camada menores para camada mais altas (ISQUIBOLA e
RODRIGUES, 2019). O objetivo da realizacdo do estudo fotoquimico foi avaliar a
estabilidade do cetoconazol quando submetido a exposicdo da radiacao UV, sendo
assim, para a avaliar os efeitos da exposi¢cdo nos comprimentos de onda de 254 e
365 nm. ApGs a exposicdo as amostras foram analisadas por CLAE, onde se
constatou a instabilidade fotoquimica pela diminui¢cdo de teor do farmaco, sugerindo
uma degradacdo da molécula do farmaco por exposi¢do a variados comprimentos
de onda.

Alves e colaboradores (2008) descrevem em seu trabalho que embalagens
plasticas que acondicionam produtos farmacéuticos fotossensiveis devem
apresentar um percentual de transmitancia na faixa de 10 a 12% (no maximo).

De acordo com a RDC ANVISA n° 318/2019 as recomendacdes quanto as
condicbes de armazenamento baseadas no estudo de estabilidade e
fotoestabilidade devem ser reportadas nos rétulos do IFA, no rétulo a na bula ou
documento equivalente do medicamento. Em se tratando de medicamentos néo
aprovados no estudo de fotoestabilidade quando exposto a fonte de luz, devera
constar na rotulagem informacdes escritas informando que este produto deve ser

protegido da luz.

13 ESTUDO DE ESTABILIDADE

O estudo de estabilidade € parte integrante da garantia de qualidade do
produto farmacéutico. Este estudo busca avaliar a estabilidade do farmaco ou o
produto acabado em funcdo do tempo, por intervencdo de fatores intrinsecos e
extrinsecos. Para o estudo de estabilidade procedeu-se os estudos de identificacédo
e teor do farmaco na formulacdo, assim com as caracteristicas organolépticas,

densidade e o pH da formulagéo.



84

13.1 Identificacao

A andlise de identificacao foi realizada apés a abertura do frasco, ou seja, no
tempo 0 (zero) dias conforme metodologia para determinacéo do teor (item 8.2), de
acordo com a condicdo otimizada por CLAE, através da metodologia adaptada para
determinacdo para cetoconazol comprimido conforme descrito na Farmacopeia

Brasileira (2019). Na andlise da amostra foi observado que a solugdo da amostra

apresenta o pico referente ao cetoconazol da solucdo padrdo. E que tal pico foi
avaliado também em relac@o ao espectro da regido do ultravioleta com o recurso do
detector de DAD.

13.2 Teor

Os resultados obtidos nas analises de doseamento, em relacdo ao teor do
farmaco em funcéo do tempo de armazenamento estdo representados na tabela 12.
A formulacdo imediatamente apds a abertura do frasco apresentou um teor de
89,76%. As suspensfes armazenadas a 40° C e 75%UR durante os periodos de 30,
60 e 90 dias, apresentaram variacdes em relacdo ao teor de cetoconazol.

Esta variagdo no teor das amostras demonstra um problema de né&o
homogeneidade do produto avaliado. O método analitico foi validado e demonstrou
todos os parametros aceitaveis, inclusive com uma exatidao préxima a 100%, o que

contribui para indicar que o produto tem problema de uniformidade de lote.

Tabela 12 - Andlise do teor de cetoconazol das formulacbes armazenadas a 40° C e
75% UR - 0, 30, 60 e 90 dias.

TEMPO (DIAS) AREAS TEOR (%)
0 4263343 89,76
30 4918628 103,56
60 5748836 121,04
90 5047564 106,27
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13.3 Caracteristicas organolépticas

Em relacédo as caracteristicas organolépticas, inicialmente todas as amostras
apresentavam coloracdo amarelada, aspecto turvo. Apés o armazenamento a 40°C
e 75% UR, ndo foram observadas alteragdo da cor, aspecto e odor durante todo o
periodo de andlise. A figura 30 mostra o resultado das caracteristicas organolépticas

em funcéo da condigcéo e tempo das analises.
Tempo (dias)
- 0 |30 60 90
l l

)
Yy 1

- - o

Figura 30 - Caracteristicas organolépticas das amostras no tempo zero, 30, 60 e 90
dias de armazenamento a 40°C e 75% UR.

13.4 Determinacé&o do pH

Os valores do pH das formulacGes de cetoconazol suspensédo oftalmicas 5%
estdo descritos na tabela 13. Os valores de pH nas formulacdes ndo apresentaram

variacoes significativas durante o periodo de analise.

Tabela 13 - Analise do pH do cetoconazol suspenséao oftalmicas 5% armazenadas a
40° C e 75% UR - periodo: 0, 30, 60 e 90 dias.

Condicao de Armazenamento - 40° C - 75% UR

Tempo (dias) pH*
0 7.4
30 7,9
60 7,4
90 7,1

* Cada valor representa a média de 3 analises.
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13.5 Densidade

Conforme descrito na tabela 14, as formulacdes apresentaram uma boa
estabilidade fisica em relacdo a densidade. Tanto as formulagbes armazenadas a
temperatura ambiente, quanto as armazenadas em estufa, ndo apresentaram

variacdes significativas na sua analise em funcao do tempo.

Tabela 14 - Andlise das densidades do cetoconazol suspenséo oftalmicas 5%
armazenadas a 40° C e 75% UR - periodo: 0, 30, 60 e 90 dias.

Condicao de Armazenamento - 40° C - 75% UR

Tempo (dias) Densidade* (g/mL)
0 1,10
30 1,06
60 1,13
90 1,07

* Cada valor representa a média de 3 analises.

Na andlise de identificacdo do cetoconazol presente na suspenséao oftalmica, pode-
se observar por CLAE, que o tempo de retencéo do pico da solu¢cdo amostra de
cetoconazol, corresponde ao tempo de retengéo do pico da solugdo padrao. A
solugdo amostra de cetoconazol apresenta 0 mesmo espectro de absor¢cao da
solucéo padréao.

A analise de doseamento foi realizada através de CLAE, através de uma
adaptacdo da metodologia analitica para determinacdo de cetoconazol comprimido,
onde a amostra deve conter no minimo 90% e no maximo 110% da quantidade de
cetoconazol declarado, de acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019). As analises
de teor, com o método otimizado e validado, apresentaram variagbes em relagédo ao
percentual de teor de cetoconazol durante o periodo de 90 dias sob condi¢cdes de
armazenamento (40° C e 75% UR) numa faixa de 89,76 a 121,04 %, apresentando
uma nao conformidade em relagdo ao seu percentual de cetoconazol na amostra de
acordo com as diretrizes da Farmacopeia Brasileira (2019).

Analisando as caracteristicas organolépticas cor, odor e aspectos, todas as

amostras se mantiveram igualmente em relacéo ao resultado inicial (tempo zero),



87

mantendo seu aspecto, seu odor caracteristico e sua cor durante todo o periodo de
armazenamento.

Na determinacdo do pH e densidade as amostras nao apresentaram
variagdes significativas, se mantendo nas faixas de 7,1 a 7,9 na determinagéao do pH
e 1,06 a 1,13 g/mL para a densidade.

Em relacdo ao estudo de estabilidade fisico-quimica, os resultados obtidos
demonstraram que a suspensao oftalmica ndo apresentou alteragdes significativas
em funcdo do tempo e da condigdo de armazenamento. No entanto, a analise de
doseamento das amostras demonstrou uma grande variacdo de teor entre as

amostras, o que pode indicar um problema de homogeneidade do produto.

14 ANALISE DA SUSPENSAO POR MICROSCOPIA

Na analise das particulas da suspenséao realizada por microscopia direta, foi
possivel observar de acordo com as imagens (figura 31), que séo respectivamente
as analises microscopicas nos tempos: 0 (zero), 30, 60 e 90 dias apds condi¢des de
estresse (40°C e 75%UR), que as particulas dispersas na suspensdo se
apresentavam heterogéneas, seguido também de alteracdes morfolégicas em
relacdo aos cristais presentes no exame de imagem direto. Nos periodos de 60 e 90
dias ap6s armazenamento em estufa a 40°C e 75% UR foi possivel visualizar
aglomeracdes de cristais, 0 que dificultou a analise morfoldgica das particulas.

Nas suspensdes o tamanho das particulas deve ser o mais uniforme possivel,
proporcionando uma melhor redispersibilidade da suspensdo, evitando a
compactacdo do sedimento e contribuindo para uma melhor estabilidade da
formulacéo (POMBAL et al., 2010).
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Imagens microscoOpicas da suspensdo oftalmica de cetoconazol armazenadas
a 40°C e 75% UR por A: 0 dias, B: 30 dias, C: 60 dias e D: 90 dias. Aumento

100x.
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15 VOLUME DO SEDIMENTO

Suspensbes de cetoconazol, apos 90 dias de armazenamento a temperatura
ambiente, apresentaram volume de sedimentacdo de 0,48 apos 48 horas, tempo
médio de redispersao igual a 1 minuto e 44 segundos e 48 giros na proveta foram
necessarios para a completa redispersao da suspensao.

Os ensaios para determinacdo do volume de sedimentacdo e do tempo de
redispersdo sdo importantes na avaliacdo da estabilidade fisica de suspensdes, ja
que indicam se no momento da administracdo produto serd fornecida uma dose
precisa do medicamento ao paciente. O volume de sedimento formado foi
determinado em func&o do tempo e os resultados sdo apresentados na Tabela 15.
Pode-se observar que ap6s 2 horas, um alto volume de sedimento ainda foi
observado (F=96%) e, somente ap6s 48 horasde estudo, ocorreu diminuicdo no
volume do sedimento formado, que passou a ser 48 %.

Tabela 15 - Volume de sedimentacdo da suspensdo de cetoconazol 5%,
armazenados em temperatura ambiente, apés 90 dias.

Tempo
(horas)
Volume de
sedimentacdo 1,0 0,96 0,94 0,92 0,88 0,80 0,58 0,48
(F)

Oh 2h 4h 6h 8h 12h 24h 48h

Tempo médio para redispersao ap6s 48h 1:44
(min:seq)

N° médio de giros 48 giros

Ao final do ensaio de sedimentacéo, o tempo de redispersao foi medido e o
valor encontrado foi de 1 minuto e 44 segundos, sendo a suspensdo de dificil
redispersao. Observou-se a formagéo de um sobrenadante limpido (Figura 31).

Em formulacbes de suspensdes consideradas ideais, as particulas solidas
devem permanecer dispersas de maneira uniforme no veiculo na forma de
aglomerados frouxos (flocos) e, quando em repouso, nédo deve haver a formagao de
agregado rigido, devendo a redisperséo ocorrer rapidamente.

Entretanto, apds a retirada das suspensdes da proveta, foi observada a
presenca de particulas visiveis a olho nu aderidas a parede da proveta. Suspensdes

oftalmicas devem apresentar particulas de diametro uniforme e inferiores a 10 pm, o
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gue poderia causar um certo desconforto no olho apos a instilacdo do medicamento
(ALDRICH et al., 2013).

Figura 31 - Imagens representativas da suspensdo durante o ensaio para
determinacdo do volume de sedimentacdo nos intervalos de tempo de O, 2, 4, 6, 8,
12, 24 e 48 horas, ap0s armazenamento por 90 dias a temperatura ambiente.
Volume total antes da sedimentagdo = 10 mL

16 VISCOSIDADE

Como ndo houve flutuagdo dos valores da viscosidade nas diferentes
velocidades, foram utilizados os resultados obtidos a 200 RPM para discusséo neste
trabalho.

Na tabela 16, pode-se comparar os valores de viscosidade da forma

suspensao e do veiculo da formulagdo. Os valores de viscosidade da suspensao sao
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pouco maiores que a dos veiculos. A concentracdo do cetoconazol presente na
suspensao exerce pouca influéncia na viscosidade do medicamento.

Os valores de viscosidade desta formulacdo estdo bem mais elevados que a
viscosidade determinada por Toropainen e colaboradores (2021) em suspensdes

oftalmicas topicas de indometacina.

Tabela 16 - Viscosidade da suspenséao oftdlmica de cetoconazol 5% e do veiculo da
suspensao, apos 90 dias de armazenamento, a temperatura ambiente.

Suspenséo Veiculo
Viscosidade Torque Viscosidade Torque
(cP) (%) (cP) (%)
Amostra 1 52,05 34,70 45,60 30,40
Amostra 2 51,30 34,20 46,20 30,80
Média 51,67 34,45 45,90 30,60
DP + 0,53 0,35 0,42 0,28

DP: desvio padréo
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17 CONSIDERACOES SOBRE PREPARACOES MAGISTRAIS EM
RELACAO AO MEDICAMENTO EM ESTUDO

Considerando as disposi¢cées da RDC ANVISA n°® 67/ 2007, que trata das
boas praticas de fabricacao de preparacfes magistrais

De acordo com a RDC ANVISA n° 67/2007 toda preparacdo magistral deve
ser rotulada com o nome do prescritor, nome do paciente, nUmero de registro da
formulacdo no livro de receituario, data da manipulagdo, prazo de validade,
componentes da formulacdo com as respectivas quantidades, nimero de unidades,
volume contido, posologia, identificacdo da farméacia, CNPJ, endereco completo e
nome do farmacéutico e registro no Conselho Regional de Farmécia.

A RDC ANVISA n°® 67/2007 determina que as empresas devem manter
procedimentos escritos sobre conservagdo, armazenamento e transporte até a
dispensacdo dos produtos magistrais, mantendo sua integridade, e se tratando de
produtos termo ou fotossensiveis, devem ser orientados em relacdo as suas
condi¢cbes de temperatura e armazenamento.

A formulacdo em estudo apresenta algumas nao conformidades em relacéo a
resolucdo, ndo apresentando em seu rétulo informacfes em relacdo aos excipientes
da formulacdo e suas quantidades, condicbes especiais de conservacao e
armazenamento.

Outro problema da formulacédo esta relacionado a dificuldade no manuseio do
conta-gotas, sendo que mesmo ap6s um periodo de agitacdo antes de uséa-lo, a
suspensao apresenta uma grande dificuldade para realizar uma instilagéo, causando

entupimento do conta-gotas e podendo acarretar em uma nao uniformidade da dose.
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18 CONCLUSAO

O método analitico desenvolvido e otimizado através de cromatografia liquida
de alta eficiéncia foi validado, através de testes realizados de acordo com as
condi¢cbes estabelecidas, conforme as exigéncias da legislacao brasileira (BRASIL,
2017). O método otimizado tem como fase moével metanol e agua (95:5), coluna RP-
18 com um comprimento de 250 x 4,6 mm (5 um). O fluxo da fase movel foi de 1,0
mL/minuto, temperatura da coluna 25° C. Dentro das condi¢cfes propostas o método
se mostrou seletivo, sendo o método capaz de identificar o analito mesmo frente os
excipientes da formulac&o e produtos de estresse, linear na faixa de trabalho de 0,08
mg/mL a 0,12 mg/mL, preciso, exato e robusto para quantificacdo de cetoconazol na
forma farmacéutica suspensao oftalmica.

A formulacdo em anadlise apresentou uma grande dificuldade na extracédo da
amostra. Os solventes utilizados para tentar uma melhor solubilizacdo da amostra e
extracdo do farmaco foram: metanol, diclorometano, acetonitrila e uma mistura de
metanol com THF (50:50). Dentre os solventes utilizados, o metanol apresentou
melhor desempenho de extracdo do farmaco a partir da suspensao oftalmica.

O roétulo do frasco do colirio analisado apresentava algumas nao
conformidades segundo o0 que é preconizado pela legislacdo de produtos
manipulados, a RDC ANVISA n°® 67/2007. No rétulo, ndo apresentava informacdes
guanto aos constituintes da formulacao e suas respectivas concentra¢des, tampouco
apresentava informacdes em relacdo a sua conservagcdo e armazenamento. Por se
tratar de um farmaco que apresenta algumas restricbes em relacdo a sua
estabilidade, seria de grande importancia a presenca no rotulo de orientacées
informativas quanto ao seu armazenamento e conservagao.

Em relacdo a este estudo, foi verificado que o cetoconazol permaneceu
estavel frente a algumas condi¢cbes adversas de estresse, como hidrélise acida,
basica, neutra, e exposicdo ao calor. Porém foi identificado que o cetoconazol
apresentou um processo de degradacdo com uma diminuicdo no percentual do teor
nas condi¢des oxidativas, frente ao peroxido de hidrogénio (81,88%), na exposicédo a
luz ultravioleta (84,62%) e apresentando total degradacdo do farmaco na exposi¢cédo
a luz por 48 horas (1,95%). Devido ao fato do cetoconazol ser um produto

fotossensivel, seria sugestivo o acondicionamento das formula¢cdes em frasco cor
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ambar, esses frasco filtram luzes de comprimento de onda inferior a 470 nm, e
também através de estocagem em locais desprovidos de luminosidade (SILVA et al.,
2009).

Em relacdo as caracteristicas fisicas a formulagdo ndo apresentou alteracdes
em relacdo as suas caracteristicas organolépticas, ndo houve variacdes
significativas de pH e densidade paras as amostras analisadas nas condicdes de
armazenamento 40°C+2°C e 75%UR=5 UR no tempo zero e durante os 90 dias.

A heterogeneidade das particulas foi observada através de microscopia
direta, onde foi possivel observar particulas com tamanho e morfologias diferentes.
E isto possivelmente afeta o processo de redispersibilidade da suspensao,
influenciando no processo de instilacdo pela dificuldade da retirada da dose do
conta-gotas, consequentemente levando a uma nao uniformidade de dose para
realizacdo do tratamento.

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2019), para uma administracdo de
doses corretas e seguras, cada unidade do lote de um medicamento deve
apresentar quantidades dos componentes ativos préoximos a quantidade declarada.
A dificil ressuspensao do medicamento e a deteccéo de teores em desacordo com a
Farmacopeia Brasileira, ao longo do tempo de armazenamento de 90 dias, sugerem
gue a suspensdo estudada ndo tem uniformidade no tamanho das particulas e no

conteudo.
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