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Desenvolvimento, validacdo de método analitico para determinacédo da
estabilidade do estolato de eritromicina associado ao acido retinoico em
forma farmacéutica magistral

Development, validation of an analytical method to determine the stability of
erythromycin estolate associated with retinoic acid in master
pharmaceutical form

RESUMO

O presente artigo realizou a validacdo de uma metodologia analitica espectrofotometria utilizando o
estolato de eritromicina como padrdo e posteriormente promoveu a associagdo da eritromicina ao acido retinoico
em formulagBes magistrais, analisando assim a estabilidade do produto nesta nova apresentacao, inicialmente
foram preparadas solugbes do estolato de eritromicina com o solvente Eter metil-terc-butilico obtendo-se
concentracfes de 100 a 400 pg/ml. A varredura das absorbancias foi efetuada em intervalo de 190 a 400 nm,
onde apresentou pico maximo de absorbancia em 215 nm, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm. Na validagéo o
método apresentou-se linear com r =0,9994; a precisdo e exatiddo com coeficiente de variacdo maximo de 1,92
com exatiddo maximas de 1,24. O Método mostrou-se robusto e seletivo; no estudo de estabilidade foram
realizadas analises dos produtos em estudo nos intervalos de tempo de 0, 30, 90 e 180 dias, onde as amostras
apresentaram estabilidade em ambas as embalagens possibilitando assim a associacdo dos farmacos.

Palavras-chaves: antibacteriano, espectofotometria, estabilidade de medicamentos

ABSTRACT

The present article performed the validation of an analytical spectrophotometric methodology using
erythromycin estolate as standard and subsequently promoted the association of erythromycin with retinoic acid in
master formulations, thus analyzing the stability of the product in this new presentation, initially solutions of
erythromycin estolate With the solvent methyl tert-butyl ether yielding concentrations of 100 to 400 pg / ml.
Absorbance scans were performed in the range of 190 to 400 nm, where the maximum absorbance peak was 215
nm using 1 cm quartz cuvettes. In the validation the method was linear with r = 0.9994; Accuracy and accuracy with
a maximum coefficient of variation of 1.92 with maximum accuracy of 1.24. The method was robust and selective;
In the stability study, the products under study were analyzed in the time intervals of 0, 30, 90 and 180 days, where
the samples presented stability in both packages, thus allowing the association of the drugs.

Keywords: anti-bacterial agents, spectrophotometry, drug stability
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos observou-se o crescente
namero de preparacdbes e formulagbes
farmacéuticas em farmacias magistrais e muito
desse fendmeno se da a comodidade e diversos
fatores como: maior economia e possivel
associacdo de férmulas em relagdo a farmacos
produzidos pela industria farmacéutica como a
personalizacdo nas suas embalagens além de
atender um publico com necessidades especiais
com prescri¢cdes pediatricas geriatricas, da area de
oncologia, insuficientes renais ndo apresentando
limitacbes quanto a dosagens e numeros de
comprimidos algo geralmente padronizado e n&o
encontrado nas farméacias comerciais o que as
limita a diversidade e as particularidades de cada
cliente (POMBAL, BARATA & OLIVEIRA, 2010).

Dentre inUmeras farmacos aplicados as
formulacbes  magistrais temos  eritromicina
descoberta em 1952 por McGuire da cepa de
streptomyces erytheus trata-se de um macrolideo
de atividade antimicrobiana  habitualmente
bacteriostatico, mas em altas concentraces
podendo ter acdo bactericida, penetrando na
membrana da célula bacteriana de forma
reversivel a subunidade 50s, a eritromicina € um
protétipo que deu origem a outros analogos
semissintéticos como a claritomicina e a
azitromicina o que demostra seu poder de
utilizacdo como base para possiveis novos
farmacos (GOODMAN, 2012).

Figura 1 — Estrutura quimica do estolato
eritromicina
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No desenvolvimento e producdo de
medicamentos e de suma importancia avaliar a
estabilidade deste produto que implica em manter
as mesmas propriedades e caracteristicas ao
longo do tempo desde o fabrico até a sua
utilizacdo. Os estudos de estabilidade devem ser
realizados antes de disponibilizar os produtos ao
consumo, requisito fundamental a qualidade e a
seguranca dos mesmos. Onde principio ativo e
excipiente tem que se manter de forma integra e
com a poténcia descrita no rétulo assim como

fisica com a conservagédo das propriedades como
aparéncia, sabor, dissolugdo além da terapéutica,
toxicoldgica e bacteriana segundo a farmacopeia
americana. Pelo perfil de estabilidade de um
produto, é possivel avaliar seu desempenho,
seguranca e eficacia, além da sua aceitagdo pelo
consumidor (POMBAL, BARATA & OLIVEIRA,

2010).

E para avaliar o teor de farmacos nas
formulacdes e estudos de estabilidade, através de
um meétodo analitico desenvolvido é necessério
segundo o0 guia de validacdo de métodos
analiticos e bioanaliticos a mesmo deve garantir,
por meio de estudos experimentais que o método
atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados
devendo apresentar especificidade, linearidade,
intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de
deteccdo, exatiddo sempre adequados & analise
(RESOLUCAO N.° 899, DE 29 DE MAIO DE 2003)

Geralmente a quantificacdo ode ativos é
realizada por meio de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) ou da determinacao
Eletroquimica, ou por espectrofotometria na regiao
do UV-VIS (LIU & WU, 2011). Entre as deferentes
técnicas, a espectrofotometria com deteccao (UV)
demostra ser uma técnica de mais facil execucéo
além de custo menor mais ndo menos eficaz no
uso em deteccdo e no controle de qualidade de
matéria-prima e produtos farmacéuticos (MOURA,
LIRA & MAGALHAES, 2008).

Desta forma o presente artigo busca validar
0 método analitico utilizando a espectrofotometria
possibilitando o teste da estabilidade da
eritromicina associada ao &cido retinoico
(tetrinoina) em férmulas farmacéuticas magistrais.

MATERIAL E METODOS

2.1. Matéria-prima, reagentes e equipamentos

Nas etapas de validagdo do método analitico
foram utilizados o padrdo estolato de eritromicina
(EE), substancia na forma de pd assim como
também formulagbes contendo eritromicina
associada ao acido retinoico em embalagem em
material plastico e outra em embalagem bisnaga
metal além de um creme contendo apenas
eritromicina todos obtidos em farmacia magistral
na cidade de Caruaru-PE, Brasil, quanto aos
reagentes utilizados foram: Eter metil-terc-butilico
(MTBE) ,(CH3)3-COOH3 Foi utilizado
Espectrofotbmetro UV - VIS shimadzu modelo Uv
mini-1240 serial A 109546, com cubetas de
qguartzo de 1,0 cm e impressora, balanca analitica
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modelo: AR3130BR, vortex kasvi-basic modelo.
K45-2820 e vidrarias entre becker-uniclas 190.100
100ml.

2.3 Preparo das solucdes

Na validacdo da metodologia foram
pesados exatamente 20 mg e transferidos para
baldo volumétrico de 20 ml. E adicionado 20ml de
Eter  metil-terc-butilico (MTBE), e agitar
vigorosamente utilizando bastdo de vidro
alcancou-se uma solucdo homogénea desta
solucdo transferiu-se aliquotas para os respectivos
baldes volumétricos de 10 ml e ajustou-se o
volume com MTBE. Isto par obter as solu¢des nas
concentragdes 100, 200, 250, 300, 350, e 400
pg/ml, em seguida conduzimos as amostras para o
espectrofotdbmetro

2.4 Preparo das amostras

Pesou-se 1g da formulacéo, transferiu-se
para um bequer de 200 ml para dissolucdo em 50
ml MTBE com agitacdo rigorosa por
aproximadamente 15 min, apés a dissolugdo o
produto e transferido para um baldo volumétrico
de 100 ml e completou-se o volume com MTBE
(300 pg/ml). As amostras foram colocadas em
cubetas e em seguida inseridas no
espectrofotdmetro para leitura.

2.5 Selecdo do comprimento de onda

Estabelecidas as condicbes do ensaio foi
determinado o espectro de absorcéo, transferindo-
se aliquotas de 0,6 ml da solucdo padrdao de
estolato de eritromicina 1000 pg/ml para trés tubos
de ensaio de 10 ml e completando com MTBE
para 2mL, com agitacdo por 30 s no vortex. As
leituras das absorbéancias foram efetuadas, contra
0 branco, no intervalo de 190 a 400 nm, utilizando-
se cubetas de quartzo de 1 cm.

2.6. Validagao do método analitico

O método analitico foi validado segundo critérios
estabelecidos na Farmacopeia Americana 292
edigao (USP, 2006) e no “Guia para validagao de
métodos analiticos e bioanaliticos” da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA
(BRASIL, 2003).

2.7. Preciséo

A repetitividade do método foi determinada
pela analise de seis tomadas de ensaio de 10 mg,

obtendo-se soluc¢des na concentracao final de 300
pug/mL, realizadas no mesmo dia e pelo mesmo
analista. A precisé@o intermediaria e exatidao foram
obtidos pela analise da amostra em dois dias
diferentes, por dois analistas diferentes, sendo as
mesmas realizadas em seis replicatas, na
concentracdo de 300 pug/mL. As absorbéncias das
soluc¢des foram medidas em 215 nm, utilizando-se
MTBE ajuste do zero. A partir dos resultados
obtidos foram calculados o desvio padréo (DP) e o
desvio padrao relativo (DPR) do ensaio.

2.8. Recuperacéao

A exatiddo expressa, em porcentagem, foi
avaliada a partir da adicdo e recuperacdo de
quantidades conhecidas de Estolato de
eritromicina, na amostra. Foram preparadas
solu¢des na concentragéao final de 300 pg/ml. As
absorbancias das solugbes foram medidas em 206
nm, utilizando-se solucdo da formulacdo sem o
estolato de eritromicina em MTBE para ajuste do
zero. A recuperacdo de 98% a 102% é
recomendada para a exatidao do método. O teste
foi realizado em triplicata.

2.9. Linearidade

Para o estudo do intervalo foram
preparadas  solucbes em  triplicata nas
concentracdes de 100 a 400 pg/ml de EE SQR em
MTBE. Mediram-se as absorbancias das soluc¢oes
em 215 nm, utilizando-se MTBE para ajuste do
zero. Construiu-se a curva analitica nas
concentracdes de 100, 200, 250, 300, 350, e 400
pug/ml. A equacdo da reta foi obtida pelo método
dos minimos quadrados. A partir dos resultados
obtidos foram calculados o desvio padrédo (DP) e o
desvio padrao relativo (DPR) do ensaio.

2.1. 1. Limites de detecg¢ao e quantificagao

Os limites de deteccdo (LD) e de
guantificagdo (LQ) foram determinados a partir da
curva analitica e calculados pela relagéo: 3 x o/S e
10 x o/S, respectivamente, onde o € 0 desvio
padrdo do intercepto com 0 eixo y e S é a
inclinacdo da curva analitica.

2.1. 2. Especificidade

Com a finalidade de verificar a possivel
interferéncia dos demais componentes das
formulas no método e determinar sua
especificidade, prepararam-se amostras simuladas
isentas de EE que foram submetidas ao método
proposto.
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2.1. 3. Robustez

O estudo da robustez foi realizado
utilizando-se como varidveis o comprimento de
onda (205 e 206 nm), diferentes marcas dos
solventes, MTBE (Vetec, lote 110738; F2 : J.T.
Baker, lote KO4C55).

2.1. 4. Estudo de estabilidade

O estudo de estabilidade do EE, nas
amostras em estudo foi conduzido segundo o Guia
para a Realizacdo de Estudo de Estabilidade
(BRASIL, 2005). As formulagdes como eritromicina
associada ao &cido retinoico foram armazenadas
em duas formas diferentes. A formulagdo em
embalagem primaria metalica foi armazenada a
temperatura ambiente  25+5°C. J& outra
formulacdo em embalagem primaria plastica foi
armazenada sobre refrigeracdo 8x5°C. Isto de
acordo com as recomendacdes repassadas pela
farmacia de manipulacdo que produziu estas
amostras do estudo. As formulagbes foram
avaliadas no tempo 0, 30, 90 e 180 dias, quanto
as caracteristicas organolépticas e teor de ativo.

RESULTADOS E DISCUSSAO:
Seletividade

A varredura espectrofotométrica, 190-400 nm
(Figura 2), realizada para a verificacdo do
comprimento de onda adequado, demonstrou que
a EE apresentou pico maximo de absorbancia em
215 nm, cujo valor foi definido para utilizacdo no
desenvolvimento e validacdo do método analitico
por espectrofotometria.

Assim, a seletividade do método foi o primeiro
passo no desenvolvimento e validagdo da
metodologia analitica, na qual foi observado que
EE apresentou pico de absor¢do no comprimento
de onda de 215 nm, o mesmo ndo acontecendo
com a formulag&o Branca.

A seletividade deve ser o primeiro parametro a ser
avaliado no desenvolvimento de um método
analitico. Este parametro deve ser avaliado
continuamente durante a validagédo e subsequente
utilizacdo do método (SILVA et al., 2014; SILVA et
al., 2010). A legislagdo preconiza que o meétodo
pode ser considerado seletivo se nenhum
interferente da matriz, sem o farmaco, apresentar
absorbancia no comprimento de onda especifico
para a molécula a ser analisada (ICH, 2005;
BRASIL, 2003)

Portanto, a metodologia proposta para
quantificacdo do EE demonstrou ser seletivas,
uma vez que ndo houve interferéncia dos
componentes nos pontos especificos de deteccao
do farmaco (comprimento de onda de 215 nm).

Figura 2 — A varredura espectrofotométrica
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Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Varredura onde se destaca 0 seu maior pico
alcancando 215 nm.

Linearidade

Submetemos nossas amostras a testes para
avaliar a capacidade de demostrar que o0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais
a concentracdo do analito na amostra, dentro de
um intervalo especificado conforme Figura 3.

Figura 3 — curva calibracéo linearidade
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Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE
O método proposto por espectrofotometria

apresentou linearidade em uma faixa de 100 a 400
pg/ml. A curva analitica (Figura 3), obtida em
triplicata, pbde ser descrita através da equacédo y =
0,007x — 0,4035, obtida pelo método dos minimos
quadrados, apresentando um coeficiente de
correlacdo (r) igual a 0,9994. O coeficiente de
correlagdo permite estimar a qualidade e
linearidade da curva obtida, pois quanto mais
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proximo de 1, menor a dispersdo do conjunto de
pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressdo estimados. Um
coeficiente de correlacdo maior que 0,999 ¢é
considerado evidéncia de um ajuste ideal dos
dados para a linha de regressdo (NUNES et al.,
2005).

A inclinacdo da curva (coeficiente angular)
apresentou valor de desvio padréo igual a 0,00174
e coeficiente de variacdo de 0,335%. O limite de
deteccdo e o limite de quantificacdo foram de 17
Mg.ml-1 e 40 ug.ml-1, respectivamente.

As Tabelas 1 apresentam os dados obtidos
durante a determinacéo da linearidade. Os valores
de CV(%) e Exatidao, obtidos durante a avaliagao
foram inferiores a +5,0%, com isso atendendo os
critérios estabelecidos na RE 899 de 2003.

Tabela 1 — linearidade. Valores correspondentes
(n=3) do método validado.

Conc Média DP CV Exatidao
(ug/mL) (n=3) (%) (%)
100 103,69 0,54 0,52 103,69
200 198,12 1,39 0,70 99,06
250 250,07 0,14 0,06 100,03
300 298,98 0,08 0,03 99,66
350 354,40 0,59 0,17 101,26
400 403,60 0,72 0,18 100,90

Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Precisao e Exatidao

A Tabela 2 apresentam os dados obtidos durante
a determinacdo dos parametros precisdo e
exatiddo do método por espectrofotométrico. Para
ambos, os valores de CV(%) obtidos durante a
avaliacdo da precisao foram inferiores a 5,0%. Na
determinacdo da exatiddo, demonstrou-se
proximidade entre os valores de concentracdo
obtidos pelos métodos e os seus valores tedricos.

Tabela 2 - Precisdao e Exatidao. Valores, em
pg/mL, correspondentes aos parametros de
Preciséo e Exatidao (n=6) do método validado.

Analista 1
Analista 2 300 297,51 1,52 -0,83

Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Entdo, nas condigbes estudadas demonstrou-se
que os resultados de exatiddo e precisdo para o
método desenvolvido e validado também estédo de
acordo com o preconizado pela RE 899 de 2003.

Robustez

As amostras testes foram submetidas para avaliar
a robustez, medida da sua capacidade em resistir
a pequenas e deliberadas variacbes dos
parametros analiticos. As modificacbes avaliadas
foram: preparo das solu¢des de leitura utilizando
MTBE proveniente de diferentes fornecedores (F1:
J.T. Baker, lote KO4C55; F2 : Vetec, lote 110738);
leitura das solu¢des em diferentes comprimentos
de onda (206 e 205 nm). Foi constatado que o
método possui robustez intrinseca, uma vez que
manteve suas respostas, em seis replicatas, em
meio as variacdes realizadas. A Tabela 3 mostra
os valores obtidos durante a avaliacdo da robustez
do método.

Tabela 3 — Valores, em pg/mL, correspondentes a

determinagcdo da  robustez  do método
espectrofotométrico validado (n=6).
Parametro Conc. Conc. Precisdo Exatidao
tedrica Obtida (%) (%)
A 300 296,27 1,38 -1,24
B 300 295,29 0,90 -1,57
C 300 296,91 1,71 -1,34

Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Legenda: A = Solucdo em MTBE (fornecedor 1,

206nm); B = Solucdo em MTBE (fornecedor 2,
206nm); C = Solucdo em MTBE (fornecedor 1,
205nm).

Estudo de Estabilidade

Estabilidade de EE em amostras mantidas a
temperatura de 8+5°C e 2515°C, respectivamente
para as formulagées armazenadas em embalagem
metalica e plastica por 180 dias (Tabela 4).

Parametro Conc. Conc. Precisdo Exatidao
tedrica Obtida (%) (%) Tabela 4 — Valores, em ug/mL, correspondentes a
Precisdo determinagdo da estabilidade das amostras
Repetitividade 300 298,44 1,92 -0,52 (concentragdo nominal de 300 pg/mL)
Precisao Amostra  Teor Teor  Teor Teor
lnte(g?aetilfﬂa (h=5) Odias 30dias 90dias 180dias
|
Anal!stal 300 296,27 1,38 -1,24 Al 2+928’2Lt30 _2'_?95’26 _2'_?97?0 _2'_223;39
Analista 2 300 297,06 1,63 -0,80 - ! - -
(Dia 2) 300 29657 1.26 114 A2 295,74 299,96 302,30 301,86
2,79 +155 +6,59 0,62
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Fonte: laboratério de pesquisa ASCES-UNITA Caruaru-PE

Legenda: Al = formulacio em embalagem
primaria metalica (armazenada temperatura de
25+5°C); A2 = formulagdo em embalagem primaria
plastica (armazenada temperatura de 8+5°C).
Portanto, de acordo com os dados obtidos na
tabela-4 observou-se que ambas as amostras
mantiveram-se estaveis durante o periodo de
analise do estudo (180 dias). Com isto, podemos
concluir que uma vez esta formulacdo sendo
armazenada na temperatura informada para a sua
respectiva embalagem apresentou-se integra e
estavel sendo viavel a associacdo dos estolato de
eritromicina ao acido retinoico na formulagao
avaliada.

CONCLUSOES:

O método analitico desenvolvido para
guantificacdo de estolato de eritromicina nas
amostras em estudo por meio espectrofotometria
apresentou especificidade, sensibilidade,
linearidade, preciséo e exatiddo. Nos estudos de
estabilidade utilizando amostras tanto em plastico
e metal ndo ocorreu degradacdo significativa,
demostrando viabilidade na associacdo das
amostras analisadas. O método desenvolvido e
validado apresentou as caracteristicas
fundamentadas a partir dos resultados
encontrados e de acordo com 0s objetivos deste
trabalho, sendo adequado a utilizacdo em ensaios
de teor ou estabilidade envolvendo o referido
farmaco..
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