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RESUMO

Analise quimico-farmacéutica e estudo de estabilidade do voriconazol

Este trabalho apresenta estudo sobre o voriconazol, antifungico de amplo
espectro liberado para tratamento de infecgdes fungicas invasivas no ano de
2002, focado no controle de qualidade e estudo de estabilidade. Foram realizados
testes, ainda nao citados na literatura, que visaram a caracterizagdo do farmaco
tais como: espectrofotometria na regidao do infravermelho, espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono. Os seguintes
métodos de analise quantitativa do farmaco em comprimidos foram desenvolvidos
e validados: espectrofotometria na regidao do UV, cromatografia a liquido de alta
eficiéncia e ensaio microbioldégico - método de difusdo em agar. Todos os
métodos foram avaliados frente aos parametros de linearidade, exatidao e
precisdo. A especificidade foi avaliada nos métodos de CLAE e UV, pela andlise
de placebo (CLAE e UV) e testes de degradacgao forcada (CLAE). A robustez foi
avaliada no método de CLAE. Os resultados obtidos através destes métodos
foram comparados estatisticamente por ANOVA, que indicou ndo haver
diferencas estatisticamente significativas entre os mesmos; no entanto, os
métodos por CLAE e ensaio microbiolégico possibilitam a quantificacdo do
voriconazol em amostras degradadas. Foram estudadas as estabilidades térmica,
fotoquimica e quimica do voriconazol. Quimicamente, o farmaco é degradado
intensamente em meio alcalino e em menor extensdo em meios 4cido, oxidante e
neutro. Na temperatura testada (60 °C), o voriconazol é estavel em estado soélido
e instavel em solugcao metandlica (teor de 25% em 21 dias). O farmaco é instavel
as radiagdes UV-C, em maior grau, e UV-A (degradacdo menos intensa), tanto
em solu¢ao quanto em estado sélido. Em ambas, a degradacao é favorecida se o
farmaco estiver em solugcdo. Também foi estudada a estabilidade da formulagao
injetavel, como produto reconstituido e em solugdes para infusdo. Verificou-se
que o prazo de validade da solugédo reconstituida de 24 horas, proposto pelo
laboratério produtor, pode ser estendido para oito dias. As solucdes para infusdo

do voriconazol em cloreto de sédio 0,9% ou glicose 5%, preparadas em bolsas de

XX Vil



PVC, devem ser administradas logo apds sua preparacdo, se mantidas em
temperatura ambiente. Mantidas sob refrigeracdo, sao estaveis por 11 e nove
dias, respectivamente. Isolou-se e identificou-se o produto de degradacao
majoritario observado durante os estudos de estabilidade, que corresponde a 1-
(2,4-difluorfenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-1-etanona. Foi constatado que o0s
produtos de degradacado do voriconazol ndo apresentam atividade antifungica;
sendo assim, cuidados em relagdo a temperatura e luz devem ser tomados ao

armazenar solugdes do farmaco.

Palavras-chave: voriconazol, controle de qualidade, validagdo de métodos
analiticos, estudo de estabilidade.
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ABSTRACT

Chemical-Pharmaceutical Analysis and Stability Study of Voriconazole

This study is focused on quality control and stability evaluation of
voriconazole, a broad spectrum antifungal agent, approved for treatment of
invasive fungal infections in 2002. The drug was characterized by tests as IV
spectrophotometry, nuclear magnetic ressonance spectrometry of hydrogen and
carbon, not refered until the moment. The following methods, applied to the assay
of voriconazole in tablets were developed and validated: UV spectrophotometry,
HPLC assay and microbiological assay, using the cylinder-plate method. All of
them were evaluated in the following parameters: linearity, accuracy and precision.
The specificity was evaluated in HPLC and UV assays, by analysis of excipients
and/or degradated samples. The robustness was evaluated in the HPLC assay.
The results obtained in the three methods were compared by ANOVA, which
indicated that they are equivalent. However, only HPLC and microbiological
assays could be used in the quantitation of voriconazole in degradated samples.
The stability of voriconazole under temperature, radiation and different chemical
mediums was evaluated. The drug is extensively degradated under alkaline
medium, being degradated in less extension under acidic, neutral and oxidant
mediums. Voriconazole is stable in the tested temperature (60 °C) in solid state,
but is unstable in solution (loss of 75%, in 21 days). The drug is unstable to UV-C
and UV-A radiations, both in solution or in solid state, being the degradation on
UV-C more intense. The degradation is higher if the drug is in solution. The
stability of the injectable formulation was studied, as reconstituted product and
infusion solutions in PVC bags. Voriconazole reconstituted product was stable for
eight days, stored at 4-7 °C. As infusion solution, in 0.9% sodium chloride or in 5%
dextrose, stored at room temperature, the drug should be administered only just
after preparation. Stored at 4-7 °C, the infusion solutions were stable for 11 and 9
days, respectivelly. The main degradation product observed in the stability studies
was isolated and identified. It corresponds to 1-(2,4-difluorophenyl)-2-(1H-1,2,4-

triazol-1-yl)-1-ethanone. It was comproved that the voriconazole degradation
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products don’t have antifungal activity. So, special care should be taken in relation

to temperature and radiation, when solutions of voriconazole are stored.

Key words: voriconazole, quality control, validation of analytical methods, stability

studies.
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1. INTRODUCAO







O aumento na incidéncia de sérias infeccoes fungicas, especialmente em
pacientes imunocomprometidos, indica a necessidade de terapias mais efetivas.
Os agentes terapéuticos atuais apresentam limitacdes, como: espectro de acao
restrito, disponibilidade de poucas formas farmacéuticas, janela terapéutica
estreita e rapido desenvolvimento de resisténcia (WATKINS; RENAU, 2000).

A anfotericina B tem sido usada como terapia antifingica para reduzir
infecgdes fungicas sistémicas, em pacientes com neutropenia e febre persistente.
O uso de formas lipidicas da mesma parece estar relacionado a diminuicdo da
nefrotoxicidade e de reagbes adversas decorrentes da infusdo, com eficacia
similar. Porém, o alto custo tem limitado seu uso (WALSH et al, 2002). O
desenvolvimento de resisténcia ao farmaco, contudo, é raro (ELLIS, 2002).

Os antifungicos triazdlicos sao agentes promissores para terapia
antifungica empirica. O fluconazol apresenta uso limitado pelo seu espectro de
acao estreito. O itraconazol também vem sendo investigado, entretanto, sua
administracao oral é limitada pela biodisponibilidade variavel das capsulas e
efeitos gastrintestinais adversos da solucdo oral. Em relacdo a formulacao
injetavel do itraconazol, as experiéncias clinicas sao restritas (MAERTENS, 2004).
A nova geracao de antifungicos triazélicos, que inclui o voriconazol, apresenta
amplo espectro de acéao in vitro, potente atividade in vivo, perfil de seguranca
favoravel e excelente biodisponibilidade (WALSH et al., 2002).

A grande vantagem do voriconazol é sua atividade contra espécies de
Aspergillus, cuja terapia efetiva era representada pela anfotericina B
(FROMTLING, 1996). Vérios estudos demonstraram sua eficacia e seguranca no
tratamento de infecgbes fungicas graves (DENNING et al., 2002; HERBRECHT et
al., 2002; WALSH et al., 2002).

O voriconazol obteve a aprovacdo do FDA (Food and Drug
Administration) para comercializagdo, em maio de 2002. No Brasil, obteve registro
junto a ANVISA, em novembro de 2002. Foi sintetizado pelos laboratérios Pfizer e
€ comercializado na forma de comprimidos, p6 para solugdo para infusdo
intravenosa e p6 para suspensao oral (licenciado em 2004), sob o nome de
VFEND®.



Por representar uma alternativa ao tratamento com anfotericina B, o uso
do voriconazol vem crescendo. Sendo assim, considerando a inexisténcia de
métodos oficiais para o controle de qualidade deste medicamento, ha a
necessidade de desenvolver e validar métodos analiticos para a quantificacao do

farmaco como matéria-prima e incorporado a formulagoes.

A ICH (International Conference on Harmonization) recomenda que os
métodos analiticos aplicados a novas substancias devam ser validados e
adequados para deteccao e quantificacdo de produtos de degradacao (ICH,
2005). Estes, entre outros, s&o requisitos necessarios para obtencéo de registro
de formas farmacéuticas nos paises regidos pelas normas da ICH. No Brasil,
exige-se relatério contendo informacdes sobre rotulagem, estudo de estabilidade,
teste de toxicidade, ensaios clinicos que demonstrem a eficacia do medicamento,
métodos de analise da matéria-prima e do produto acabado, entre outros
(BRASIL, 2003a).

No inicio deste trabalho, os métodos analiticos para quantificacdo do
voriconazol publicados referiam-se exclusivamente a estudos de farmacocinética
(STOPHER; GAGE, 1997; GAGE; STOPHER, 1998; PEREA et al., 2000; CREGO
et al., 2001b; ZHOU et al., 2002). A Unica citagdo sobre a estabilidade do farmaco
constava na bula da formulacao injetavel, que alertava sobre a instabilidade do
mesmo em diluentes com pH levemente alcalino (VFEND®).

Admite-se que, para novos farmacos, informagdes sobre a estabilidade da
molécula e métodos empregados nos estudos de estabilidade e no controle de
qualidade sdo usualmente mantidos em sigilo pelos detentores da patente do
farmaco (BAKSHI; SINGH, 2002). Desta forma, pressupde-se que estes estudos
ja tenham sido realizados, mas nao foram disponibilizados. Sendo assim,
enquanto é aguardada a publicacdo destes estudos, a qualidade do produto é
dependente da idoneidade do laboratério produtor e dos 6rgaos responsaveis
pela liberagao do registro do medicamento.

Sendo o voriconazol um farmaco recentemente sintetizado, o presente
projeto vira a contribuir para o conhecimento de suas caracteristicas fisico-

quimicas, para o controle de qualidade da forma farmacéutica comprimidos, bem
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como, para o conhecimento do comportamento do farmaco frente as condi¢des
adversas que serdao adotadas nos testes de degradacao forcada e subseqlente

identificacao do(s) produto(s) de degradacao maijoritario(s).






2. OBJETIVOS







2.1 Objetivos gerais

» Desenvolver e validar métodos analiticos para o controle de qualidade do
voriconazol na forma farmacéutica comprimidos, bem como, estudar sua
estabilidade quimica, térmica e frente a radiacoes.

2.2 Objetivos especificos

» Desenvolver métodos para analise qualitativa do voriconazol na forma

farmacéutica comprimidos;

> Desenvolver e validar os seguintes métodos para analise quantitativa do
voriconazol em comprimidos: ensaio microbiolégico, espectrofotometria na regiao

do ultravioleta (UV) e cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE);

» Submeter o farmaco a condigdes de degradacdo forgada, como: hidrolise
acida, basica e em meio neutro, fotélise, oxidacao, calor e umidade, a fim de

verificar as condicbes que afetam sua estabilidade;

» Avaliar a interferéncia dos produtos de degradagdo sobre os métodos
analiticos propostos;

> Realizar estudo de estabilidade da forma farmacéutica injetavel, como produto

reconstituido e solucéo para infusao;
> Isolar os produtos de degradagao majoritarios;

> ldentificar os produtos de degradacdo majoritarios, através de
espectrofotometria na regidao do infravermelho, ressonancia magnética nuclear de

proton e de carbono e espectrometria de massas;

» Avaliar a atividade antifungica do produto submetido a degradacgao.
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3. REVISAO
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3.1 INFECCOES FUNGICAS INVASIVAS

Nas duas ultimas décadas tem sido observado um aumento na incidéncia
de infec¢des hospitalares. Dados coletados em 49 hospitais dos EUA revelaram
que, no periodo de 1995 a 1998, cerca de 8% das infecgbes sistémicas foram
causadas por fungos (STONE et al, 2002). Segundo KLASTERSKY (2004), o
namero de sepses fungicas aumentou em mais de 200% nas duas Ultimas
décadas. Este aumento na incidéncia pode ser atribuido ao aumento no namero
de pacientes imunodeprimidos, como os pacientes com SIDA (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida), pacientes com cancer sob tratamento quimioterapico
e pacientes submetidos a transplantes, sob tratamento com imunossupressores
(STONE et al., 2002).

A eficacia dos agentes antifungicos geralmente € estabelecida a partir de
estudos de infecgdes por Candida e Aspergillus, responsaveis pela maioria dos
casos. Espécies de Candida sédo responsaveis por cerca de 80% das infecgdes
fungicas hospitalares (STONE et al., 2002; SPELLBERG et al., 2006). Candida
albicans é a espécie predominante (cerca de 50% dos casos), seguida por C.
glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis, cada qual com cerca de 10 a 25% de
incidéncia. Na Europa e na América do Norte, C. glabrata representa a segunda
causa de candidiase; na Espanha e América Latina isolados clinicos de C.
parapsilosis figuram como segunda causa da doenca (SPELLBERG et al., 2006).
Um estudo recente que avaliou a incidéncia de candidemia em hospitais do Brasil
constatou que 40,9% dos achados clinicos correspondem a C. albicans, seguida
por C. tropicalis (20,9%) e C. parapsilosis (20,5%) (COLOMBO et al., 2006).

Espécies de Aspergillus sdo menos comuns, causando cerca de 4 a 5%
das infec¢des fungicas hospitalares. No entanto, apesar da baixa incidéncia, a
aspergilose invasiva em pacientes imunocomprometidos esta associada a taxas
elevadas de mortalidade, chegando a 85%, mesmo com emprego de terapia
antifungica (STONE et al., 2002).

O diagnéstico das infecgdes fungicas sistémicas em pacientes
imunocomprometidos constitui-se em um problema, uma vez que os sintomas nao

sdo especificos, muitas vezes as culturas sangulineas sao negativas e 0s
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pacientes ndo podem ser submetidos a procedimentos diagnésticos invasivos
(STEVENS, 2002). Esta situacao induz ao uso da terapia empirica em pacientes
com alto risco de vida (STEVENS, 2002) e a mesma tem sido recomendada para
pacientes com neutropenia febril persistente, os quais permanecem febris mesmo

apos a administracéo de antibiéticos de amplo espectro (KLASTERSKY, 2004).

Mais de 90% dos pacientes que desenvolvem aspergilose apresentam
pelo menos um dos seguintes fatores: tratamento com antineoplasicos, terapia
com corticosterdides, transplante de medula ou de érgaos soélidos, SIDA ou
neutropenia prolongada. Quanto mais prolongado o periodo de neutropenia,
maiores as chances de incidéncia de aspergilose invasiva (STEVENS, 2002).

Embora as espécies de Candida sejam patdégenos oportunistas, nao
necessariamente os pacientes acometidos sdo imunodeprimidos. Os fatores de
risco predominantes sdo: tratamento com antibiéticos de amplo espectro, uso de
cateter venoso central, nutricdo parenteral, queimaduras, nascimento prematuro,
internacao prolongada, internacdo em UTls (Unidades de Terapia Intensiva). Em
segundo lugar, sao fatores de risco neutropenia, tratamento com corticosterdides,
infeccao pelo VIH (Virus da Imunodeficiéncia Humana) e diabetes mellitus
(SPELLBERG et al., 2006).

Abaixo sdo apresentados os farmacos usados no tratamento das

infecgdes fungicas invasivas.

. Anfotericina B

Ao longo das duas ultimas décadas, a terapia antifungica empirica com
anfotericina B (Figura 1), pertencente a classe dos polienos, tem sido usada como
terapia padrdo para reduzir as infecgbes fungicas invasivas em pacientes com
neutropenia e febre persistente. Ao seu uso, porém, sao associadas
nefrotoxicidade e reagdes adversas decorrentes da infusdo, como dispnéia,

urticaria, dores abdominais e no peito e hipoxemia (WALSH et al., 2002).
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Estudos comparativos entre a formulacdo convencional de anfotericina B
e as formulacdes lipidicas revelaram que a eficacia clinica nos dois grupos é
similar: 52 e 40%, respectivamente. A nefrotoxicidade parece ser menor com o
uso das formulacdes lipidicas de anfotericina B em relagdo a formulagao
convencional (21% versus 29%); o efeito comprovado é a menor incidéncia de
problemas relacionados a infusdo, como febre e calafrios: 14% e 43%, para
formulagbes lipidicas e  formulagdo  convencional, respectivamente
(KLASTERSKY, 2004).

Este mesmo autor sugere que, devido ao custo elevado da anfotericina
lipossomal (cerca de 80 vezes superior a formulagdo convencional), o tratamento
seja iniciado pela anfotericina B convencional nos pacientes que nao apresentam
contra-indicagdo evidente para seu uso, e que haja a substituicdo pela
anfotericina lipossomal apenas se houver problemas de toxicidade
(KLASTERSKY, 2004). Porém, KLEINBERGH (2006) avalia que outros custos
resultantes da terapia com a formulacdo convencional, como hemodidlise,
tratamento dos danos renais e periodo maior de internagdo também sejam

considerados no momento de escolher a terapia antifiingica.

OH

oH

Figura 1. Estrutura quimica da anfotericina B.
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. Azois

Os antifungicos azdlicos sédo classificados como imidazois (miconazol,
cetoconazol, entre outros) e triazbis (itraconazol, fluconazol, voriconazol,
posaconazol, ravuconazol). Os triazdis apresentam trés atomos de nitrogénio no

anel azdlico (Figura 2).
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Figura 2. Estrutura quimica de farmacos antifingicos da classe dos imidazéis e triazéis.

16



O cetoconazol foi aprovado pelo FDA em 1981, e por quase uma década,
foi indicado como farmaco de escolha no tratamento da candidiase mucocutanea
crobnica e como alternativa a anfotericina B em pacientes nao
imunocomprometidos, para o tratamento da blastomicose, histoplasmose e
paracoccidioidomicose. No entanto, € ineficaz na aspergilose e mucormicose. O
tratamento com cetoconazol apresenta como desvantagens: absorcao variavel
entre individuos e influenciada fortemente pelo pH gastrico; inexisténcia de forma
farmacéutica injetavel; pouca penetracdo na barreira hematoencefalica; ineficacia
em pacientes imunocomprometidos; efeitos gastrintestinais severos. Estes fatores
motivaram a pesquisa dos triazois, sendo o fluconazol aprovado para uso no
inicio dos anos 90 (MAERTENS, 2004).

O fluconazol apresenta baixa incidéncia de efeitos colaterais e também
atividade contra a maioria das espécies de Candida, com excecao de C. krusei e
C. glabrata, mas é ineficaz contra espécies de Aspergillus (KLASTERSKY, 2004).
C. krusei € naturalmente resistente ao fluconazol devido a presencga de isoenzima
alterada do citocromo P-450. A resisténcia de C. glabrata ocorre por efluxo do
farmaco (SPELLBERG, 2006). O farmaco é recomendado para o tratamento de
candidiase orofaringea, esofagica, vaginal, peritonial, geniturinaria e candidiase

disseminada, bem como meningite criptococica (MAERTENS, 2004).

Em 1992, foi aprovado o uso do itraconazol o qual, comparado ao
cetoconazol, € menos téxico e apresenta espectro de acao mais amplo. Por sua
baixa solubilidade, o itraconazol foi inicialmente formulado apenas como capsula
e foi amplamente usado no tratamento de infeccées fungicas sistémicas e
superficiais, aspergilose e candidiase sistémica. Devido a sua absorgéo variavel,
seu uso foi associado a falhas no tratamento. Foi desenvolvida entdo uma
formulacdo liquida, para uso oral, em associacdo com o agente solubilizante
hidroxipropil-B-ciclodextrina, cuja biodisponibilidade foi cerca de 60% maior do
que com as capsulas. Recentemente, foi desenvolvida formulagdo injetavel, a

qual agregou mais flexibilidade no uso do itraconazol (MAERTENS, 2004).

O voriconazol foi desenvolvido no final dos anos 80 e originou-se da idéia
de obter um farmaco com espectro de agdo mais amplo do que o fluconazol. O
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mesmo apresenta elevada poténcia contra uma ampla variedade de fungos,
incluindo os patogénicos encontrados clinicamente, como Candida spp.,
Aspergillus spp., Scedosporium e Fusarium spp. (DONNELLY; DE PAUW, 2004).
Além disso, muitas publicacbes tém evidenciado sua acdo em relacdo a
patdgenos novos e raros, em comparagdo com outros farmacos da classe
(WATKINS; RENAU, 2000).

O posaconazol € um triazol estruturalmente relacionado ao itraconazol.
Sintetizado pelo laboratério Schering-Plough, foi aprovado para uso pelo FDA, em
2006 e apresenta-se como suspensdo oral (Noxafil®), estando em
desenvolvimento formulagéo injetavel (DOCTORFUNGUS, 2007). A atividade in
vitro do posaconazol é semelhante a do voriconazol (WATKINS; RENAU, 2000;
DONNELY; DE PAUW, 2004), mas por ser pouco soluvel, exigira formulagado
especial para uso intravenoso (WATKINS; RENAU, 2000).

O ravuconazol é um triazol estruturalmente relacionado ao fluconazol e ao
voriconazol. Foi desenvolvido pelo laboratério Bristol-Myers Squibb, para uso oral.
Apresenta espectro de acao mais amplo do que o fluconazol e o itraconazol
(MAERTENS, 2004). Encontra-se na etapa de estudos clinicos, fase I
(DOCTORFUNGUS, 2007).

. Equinocandinas

A caspofungina (Figura 3) foi o primeiro fa&rmaco da classe das
equinocandinas a ser aprovado para uso em seres humanos. E um derivado
semi-sintético da pneumocandina B,, que por sua vez, € um produto isolado da
fermentacdo do fungo Glarea lozoyensis (STONE et al.,, 2002). A esta classe

também pertencem a micafungina e anidulafungina.

A caspofungina apresenta atividade contra varios fungos e leveduras de
importancia clinica, entre eles, Candida e Aspergillus. Possui atividade limitada
contra Cryptococcus neoformans (STONE et al., 2002; DONNELY; DE PAUW,
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2004;). Foi aprovada pelo FDA para o tratamento da aspergilose invasiva em

pacientes refratarios ou intolerantes a terapia convencional (SABLE et al., 2002).

CH; CH,

Figura 3. Estrutura quimica da caspofungina.

Os efeitos adversos mais freqlientes sdo febre (12-26%), flebite no local
da infusdo (12-18%) (SABLE et al., 2002) e dor de cabeca (STONE et al., 2002).
Calafrios, rash e broncoconstricao também foram relatados. A maioria dos efeitos
adversos € transitoria, de intensidade suave a moderada e raramente provoca o
abandono da terapia (SABLE et al., 2002). A incidéncia total de efeitos adversos
nos estudos ja realizados é de 24,8% (STONE et al., 2002).

A caspofungina atua inibindo a enzima [-1,3-glicano sintetase, uma
enzima que forma os polimeros de glicano na parede celular do fungo (WATKINS;
RENAU, 2000). A parede celular dos fungos consiste de uma camada externa de
manoproteinas e uma camada interna composta por uma malha de B-1,3-glicano
e quitina, entrelagcados com algumas moléculas de manoproteinas. O B-1,3-
glicano é responsavel pela integridade da parede celular; a malha formada pelo
glicano e pela quitina confere rigidez a mesma (STONE et al., 2002). A vantagem
deste modo de acdo é que a caspofungina atua sobre componentes da parede
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celular de fungos, ausentes nas células de mamiferos (SABLE et al., 2002;
STONE et al., 2002). Na Figura 4 sao apresentados os alvos de acao dos agentes

antifingicos mais usados.

fluconazol
itraconazol | ey
voriconazol

lanosterol

?

2.3-epoxido esqualeno

—-4

esqualeno

Figura 4. Biossintese do ergosterol, apresentando os alvos das varias classes de
antifingicos (adaptado de DONNELY; DE PAUW, 2004).

3.2 ESTUDOS FARMACOECONOMICOS DO TRATAMENTO DAS INFECCOES
FUNGICAS

Sao farmacos ativos contra espécies de Aspergillus a anfotericina B
convencional e suas formulagbes lipidicas, itraconazol, caspofungina e
voriconazol. Destes agentes, apenas a anfotericina B convencional e o
voriconazol séo indicados como terapia de 12 escolha pelo FDA (Food and Drug
Administration) (LEWIS et al., 2005).

No tratamento da candidiase, considerando fatores como eficacia,
seguranga e baixo custo, o fluconazol é o agente de escolha para pacientes néo-
neutropénicos, a menos que haja suspeita de infecgdo por espécies resistentes
ao farmaco (C. krusei e C. glabrata). Para pacientes neutropénicos, farmacos com
espectro de acdo mais amplo (anfotericina B, equinocandinas e voriconazol)

devem ser empregados. Recomenda-se também a remogao de cateteres sempre
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que possivel e a terapia antifungica deve ser continuada até 14 dias ap6s o

desaparecimento dos sintomas da infecgéo (SPELLBERG et al., 2006).

WILSON e colaboradores (2002) realizaram estudo no qual foram
determinados o0s custos diretos das quatro infecgcboes fungicas sistémicas
preponderantes (candidiase, aspergilose, criptococose e histoplasmose). Além do
custo da terapia antifungica, foram computados custos com exames laboratoriais,
internacdo, medicamentos usados para tratamento dos efeitos adversos e custo
de pessoal. Como grupo controle considerou-se pacientes com as mesmas
doencas de base, mas sem infecgdes fungicas. Observou-se que a candidiase é a
infecgdo fungica mais frequente, e a histoplasmose a mais rara. Apesar da menor
incidéncia, a aspergilose apresenta os maiores custos de tratamento médio por
paciente: US$ 36.867,00, podendo chegar a US$ 86.635,00 em pacientes
transplantados. O custo médio de pacientes com candidiase é de US$ 14.804,00.
Deve-se ressaltar, no entanto, que o0s custos com a terapia antifungica
representam cerca de 17% do total dos custos do tratamento; 47% devem-se ao

custo das taxas hospitalares.

Resultados semelhantes foram encontrados por JANSEN e colaboradores
(2006), em estudo realizado na Alemanha, que avaliou os custos totais
(internacao, exames, terapia antifiungica e tratamento dos efeitos adversos) do
tratamento da aspergilose invasiva com anfotericina B convencional e voriconazol.
O custo médio da terapia foi de € 29.616 (voriconazol) e de € 30.686 (anfotericina
B convencional). O periodo médio de internagdo dos pacientes tratados com
voriconazol foi de 40 dias e da anfotericina 46 dias. Neste estudo permitiu-se a

substituicdo da terapia inicial em decorréncia de intolerancia ou ineficacia.

LEWIS e colaboradores (2005) realizaram estudo comparativo dos custos
da terapia com voriconazol e com anfotericina B convencional, no tratamento da
aspergilose invasiva. Permitiu-se a substituicdo por outros medicamentos, em
ambos os grupos, em decorréncia da falta de resposta ou toxicidade. No total das
12 semanas do estudo, permaneceram na terapia inicial 43% dos pacientes
tratados com voriconazol e 1,5% dos pacientes tratados com anfotericina B

convencional. Como a substituicAo da terapia, neste ultimo caso, geralmente é
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feita para formulagées lipidicas da anfotericina B, h4 uma elevagcao no custo da
terapia. Os custos da terapia/paciente foram US$ 5.447 para o voriconazol e US$

6.407 para a anfotericina B convencional.

Estes estudos sugerem que devem ser avaliados nao apenas o custo
inicial da terapia, mas também os custos decorrentes da necessidade de
substituicdo da mesma, devido a toxicidade ou ineficacia. O Quadro 1 apresenta

uma estimativa dos custos diarios das terapias antifungicas.

Quadro 1. Custo médio diario de terapias antifingicas (KLASTERSKY, 2004).

Medicamento Dose Custo (€)
Anfotericina B convencional 1 mg/kg 8
Anfotericina B lipossomal 3 mg/kg 629
Anfotericina B complexo lipidico 5 mg/kg 405
Fluconazol 400 mg IV 60
Fluconazol 200 mg VO 11
Itraconazol 40 mg VO 40
Voriconazol 40 mg IV 407
Voriconazol 40 mg VO 84
Caspofungina 70 mg IV 644

3.3 VORICONAZOL

3.3.1 Descricao

Nome quimico: (2R,35)-2-(2,4-difluorfenil)-3-(5-flaor-4-pirimidinil)-1-(1 H-
1,2,4-triazol-1-il)-2-butanol.

CAS: [137234-62-9]
Formula molecular: CigH{4F3NsO
Estrutura quimica: ver Figura 5.

Massa molecular: 349,3.
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Caracteristicas fisico-quimicas: [0]p?°: -62 ¢ (c 2, MeOH) (FROMTLING,
1996). O voriconazol € um pd cristalino, ndo higroscopico. Em relagdo a
classificagao biofarmacéutica, apresenta baixa solubilidade e alta permeabilidade
(Classe Il). Nao ha evidéncias de polimorfismo ou de solvatos do farmaco (EMEA,
2005).

Figura 5. Estrutura quimica do voriconazol.

3.3.2 Atividade antimicoética

O tratamento de infeccbes fungicas sistémicas continua sendo um
problema na clinica médica. Pacientes imunocomprometidos sao especialmente
susceptiveis a infecgdes fungicas oportunistas. Espécies de Candida, Aspergillus
e Cryptococcus neoformans estao entre os causadores mais comuns de infeccées
fatais nestes pacientes (FROMTLING, 1996).

A atividade mais significativa do voriconazol é representada pela potente
atividade contra espécies de Aspergillus. O fluconazol é o farmaco de escolha
para infecgcbes severas causadas por espécies de Candida e Cryptococcus
neoformans, todavia, tem fraca atividade contra espécies de Aspergillus
(FROMTLING, 1996). Além da atividade contra Aspergillus spp. e Candida spp., 0

farmaco mostrou-se potente, in vitro, contra Cryptococcus neoformans,

23



Blastomyces dermatidis, Coccidioides immitis, Histoplasma capsulatum e
espécies de Fusarium, entre outros (ESPINEL-INGROFF et al., 2001).

3.3.3 Mecanismo de acao

Os imidazois e triazois inibem a enzima esterol-14-a-desmetilase, um
sistema enzimético dependente do citocromo P4so. Desta forma, prejudicam a
biossintese do ergosterol na membrana citoplasmatica e levam ao acumulo de -
metil-esterdis, que acabam por induzir mudancas na permeabilidade da
membrana, desorganizacado celular e inibicdo do crescimento (WEINGBERG,
1995; BELANGER et al, 1997). O voriconazol mostrou-se mais seletivo as
enzimas do citocromo P45 fungicas do que aos sistemas enzimaticos

semelhantes de mamiferos (VFEND®).

Outro mecanismo de agdo vem sendo cogitado. As espécies de
Aspergillus  reproduzem-se através de esporos assexuados altamente
pigmentados, chamados conidios. A formagao destes esporos € essencial para a
disseminacao da espécie. A transmissdo da aspergilose, inclusive, se da por
conidios carregados pelo ar (PELCZAR et al., 1980; LEVINSON; JAWETZ, 1998).
Observou-se que o voriconazol inibe a formacao de conidios em colénias de A.
flavus, A. nidulans, A. fumigatus e A. niger, produzindo colénias brancas. O
ravuconazol, agente triazélico em fase de estudos clinicos e estruturalmente
semelhante ao voriconazol, inibe a conidiacdo em colénias de A. flavus e A.
fumigatus. Anfotericina B, caspofungina e nistatina ndo apresentaram este efeito e
outros triazdis, como o itraconazol e o posaconazol, foram apenas fracos
inibidores da conidiacao (VARANASI et al., 2004).

O ponto de partida da sintese do voriconazol foi o fluconazol (ambos sao
patenteados pela mesma industria farmacéutica), como tentativa de ampliar o
espectro do fluconazol, principalmente contra infecgdes causadas por Aspergillus.
Verificou-se que a substituicdo de hidrogénio por metila na cadeia alquila
aumentou a poténcia antifungica. Estudos de relagcdo estrutura-atividade

revelaram que a substituicdo do segundo anel triazélico por um anel piridinico ou
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pirimidinico aumentou a atividade contra Aspergillus, mas tornou o0 composto
metabolicamente vulneravel. A introducdo de um atomo de fllor na posicao 5 do
anel pirimidinico aumentou a atividade in vitro e in vivo, se comparado ao
composto contendo o anel nao substituido (FROMTLING, 1996).

3.3.4 Farmacocinética

A farmacocinética do voriconazol é nao-linear, devido a saturagéo de seu
metabolismo. A variabilidade interpacientes na farmacocinética do mesmo é alta.
As propriedades farmacocinéticas do voriconazol pela via oral e pela via
intravenosa sao similares. A concentragdo plasmatica maxima (Cmax) € atingida
1 hora ap6s administracdo intravenosa e 1,4 a 1,8 horas ap6s administragéo oral.
A biodisponibilidade oral € estimada em cerca de 90% (PURKINS et al., 2002). A
Cmax e a area sob a curva sdo diminuidas pela administracdo concomitante com
alimentos gordurosos. A administragdo simultdnea com farmacos que alteram o
pH gastrico ndo afeta a absorcdo do voriconazol (VFEND®). O farmaco é
extensivamente distribuido nos tecidos; a ligacao as proteinas plasmaticas é de
aproximadamente 58% (VFEND®).

Estudos in vitro mostraram que o voriconazol é metabolizado pelas
enzimas hepaticas do complexo do citocromo P450, CYP2C19, CYP2C9 e
CYP3A4. Estudos in vivo indicam que a CYP2C19 estd envolvida
significativamente no metabolismo do voriconazol. Esta enzima exibe
polimorfismo genético. Sabe-se, por exemplo, que 15-20% dos asiaticos sao
metabolizadores lentos do farmaco. Para negros e caucasianos, a percentagem
de metabolizadores lentos é de 3-5% (PURKINS et al, 2002). Esta menor
metabolizacao leva a uma exposicao 4 vezes maior ao farmaco nestes individuos
(VFEND®). O principal metabdlito do farmaco, um derivado n-6xido, é destituido
de atividade antifungica significativa, ndo contribuindo para a eficacia do
voriconazol (DONNELLY; DE PAUW, 2004). O farmaco € eliminado via
metabolismo hepético, com menos de 2% da dose excretada pela urina, na forma
nao modificada (VFEND®).
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3.3.5 Efeitos adversos

Os efeitos adversos mais comumente relacionados ao uso do voriconazol
sao disturbios visuais, que ocorre em cerca de 30% dos pacientes (visdo turva,
alteracdo da visdo de cores, fotofobia), aumento nos niveis das enzimas
hepaticas transaminase e fosfatase alcalina, rash cutaneo, febre, vémitos,
nauseas, diarréia, dores de cabeca, sepse, edemas periféricos, dores abdominais
e desordens respiratorias (DENNING; GRIFFITHS, 2001; DENNING et al., 2002;
PURKINS et al., 2002; DONNELY; DE PAUW, 2004).

3.3.6 Preparacoes farmacéuticas

Encontra-se disponivel sob forma de injetavel, comprimidos revestidos e
pd para suspensao oral. O injetavel apresenta-se como pd para solugcao para
infusdo. Os frascos contém 200 mg de voriconazol e 3200 mg de sulfobutiléter de
B-ciclodextrina sodica. Apds reconstituicao com agua estéril para injecéo, € obtida
solugédo contendo 10 mg/ml de voriconazol e 160 mg/ml de sulfobutiléter de B-
ciclodextrina sodica. Esta solucao deve ser diluida antes da infusdo intravenosa
com diluentes adequados (VFEND®). Estudos tém demonstrado que a
possibilidade de substituicdo da forma IV pela oral reduz a duracdo média de
hospitalizagdo em pacientes com alto risco (WALSH et al., 2002).

Os comprimidos podem conter 50 ou 200 mg de voriconazol e o0s
excipientes incluem lactose monoidratada, amido pré-gelatinizado, croscarmelose
sodica, povidona e estearato de magnésio. O revestimento € constituido por
hidroxipropilmetilcelulose, diéxido de titanio, lactose monoidratada e triacetina
(VFEND®).

O p6 para suspensao oral esta contido em frasco de 100 ml de polietileno.
Cada frasco contém 45 g de pd para suspensao oral, que, apds reconstituicao
com 46 ml de agua, origina 75 ml de suspensdao contendo 40 mg/ml de

voriconazol. Os excipientes incluem didxido de silicio coloidal, dioxido de titanio,
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goma xantana, citrato de sédio, benzoato de sddio, acido citrico anidro, aroma

natural de laranja e sacarose (VFEND®).

3.3.7 Usos

O voriconazol € indicado no tratamento de infec¢bes fungicas graves,
progressivas e passiveis de causar a morte (EMEA, 2005). Estudos
representativos evidenciaram a importancia do voriconazol no tratamento de
infeccoes causadas por Aspergillus (HERBRECHT et al., 2002; DENNING et al.,
2002). O voriconazol € indicado nos seguintes casos (EMEA, 2005):

e Tratamento de aspergilose invasiva;
e Tratamento da candidemia em pacientes ndo neutropénicos;

e Tratamento de infecgbes invasivas graves por espécies de Candida

resistentes ao fluconazol;

e Tratamento de infecgdes fungicas graves causadas por Scedosporium

apiospermum e Fusarium spp.

3.3.8 Determinacao quantitativa

Varios métodos analiticos para o voriconazol foram desenvolvidos,
visando a sua quantificacao em fluidos biol6gicos, principalmente. Na sua maioria,

consistem em métodos por CLAE, os quais sdo sumarizados no Quadro 2.

PEREA e colaboradores (2000) realizaram estudo comparativo entre
métodos por CLAE (Quadro 2) e microbioldgico para determinacao do voriconazol
em plasma. Para o método microbiolégico empregaram cepa de Candida kefyr,
ATCC 46764. A faixa de linearidade de ambos os métodos (0,2 a 10 ug/ml, para
CLAE e 0,25 a 20 pg/ml, para microbiolégico) inclui as concentragdes

consideradas clinicamente relevantes. No entanto, os autores concluiram que a
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maior precisdo e exatiddo do método cromatografico o tornam mais adequado

para estudos de farmacocinética.

CREGO e colaboradores (2001a) desenvolveram dois métodos de
eletroforese de zona capilar, os quais empregaram tampao fosfato (pH 2,3) ou
acido formico (pH 2,15) como eletrélitos. Os métodos possibilitaram a analise
simultdnea de sete antifungicos, como matérias-primas. Em outra publicagao,
estes autores avaliaram a aplicacao da eletroforese de zona capilar na separagao
de antifungicos azdlicos e seus metabdlitos ap6s incubacdo com microssomos
hepéaticos humanos (CREGO et al., 2001b). O método mostrou-se util para
estudos de estabilidade in vitro dos farmacos avaliados, bem como para analise

dos compostos em formas farmacéuticas.

FERRETTI e colaboradores (1998) desenvolveram método por CLAE
para determinacdo quali e quantitativa das principais impurezas do voriconazol
como matéria-prima. Foram empregadas coluna de fase reversa amino e coluna
quiral de amilose, acopladas, e detector de arranjo de diodos, 0 que possibilitou a

deteccgao e quantificacdo de impurezas provenientes da sintese em nivel de 0,2%.

BABU e RAJU (2007) desenvolveram um método por espectrofotometria
no UV para a determinacdo do voriconazol como matéria-prima e em

comprimidos, sendo que o método foi linear na faixa de 5 a 80 pug/ml.
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Quadro 2. Resumo dos métodos analiticos cromatograficos (CLAE) para determinacao do voriconazol, em diferentes fluidos biolégicos.

Aplicacao Extracao Coluna Fase movel Deteccao Autores
plasma Plasma injetado CLAE multidimensional, 3 colunas: Coluna 1: tampao fosfato de UV, 255 nm STOPHER; GAGE,
diretamente Sephadex G-25 (100 x 10 mm) / amoénio pH 6,5. Coluna 2: 1997
C18 (37,5 um) / C18 (5 um) metanol. Coluna 3: ACN:TEMED,
pH 7,0
plasma ACN C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um - ACN:tampao fosfato de aménio pH UV, 255 nm GAGE; STOPHER,
Kromasil) 6,0 (1:1) 1998; PEREA et al.,
2000.
humor Nao requerida C-18 (300 x 3,9 mm, 15 ym - Delta ACN: agua: THF (70:29,99:0,01) Detector de ZHOU et al., 2002
aquoso PAK/Waters ) massas
plasma Fase sélida C-18 (250 x 4,6 mm, 5 um - Luna) TEMED:ACN (55:45), pH 7,4 UV, 254 nm PENNICK et al.,
2003
plasma Plasma injetado C-18 ACN: tampéao fosfato de potassio UV, 255 nm PEHOURCQ et al.,
diretamente 100 mM, pH 6,0 (17:83) 2004
soro Precipitagdo com ACN e C-18 (4,0 x 2,0 mm) Gradiente: metanol 50 a 100%, Detector de KEEVIL et al., 2004
sulfato de zinco com acetato de aménio 2 mM e massas
acido férmico 0,1%
plasma Realizada em coluna de Nucleodur 100-5 C18ec (125 x 4,6 Acido férmico 0,1% em &gua: ACN Detector de EGLE et al., 2005
extracao (LiChroCART 25 mm, 5 um) (1:1) massas
mm x 4 mm) empacotada
com LiChrospher ADS C8
plasma Extracao liquido-liquido, C-18e (100 x 4,6 mm - Tampao fosfato de aménio UVv,255nm  WENK et al, 2006
seguida de centrifugagédo e Chromolith® Performance) monobasico (pH 5,8): ACN: THF
evaporagao (74:25:1)

UV: deteccdo com emprego de detector ultravioleta; ACN: acetonitrila; TEMED: tetrametiletilenodiamina; THF: tetraidrofurano




3.3.9 Estabilidade

Estabilidade de um produto farmacéutico pode ser definida como a
capacidade de uma formulacdo em permanecer com suas caracteristicas quimicas,
microbiolbgicas, terapéuticas e toxicologicas (KOMMANABQOYINA; RHODES, 1999).

Quando este trabalho foi iniciado, as informagdes existentes sobre a
estabilidade do farmaco eram unicamente as que constavam na bula da formulagao

injetavel e alertavam sobre a instabilidade do farmaco em diluentes alcalinos.

No ano de 2004, no relatério do produto emitido pela Agéncia Européia de
Medicamentos, houve a citagado de produto de degradagéao formado em amostras da
suspensao oral (UK-51,060) o qual ao reagir com um produto de degradacao da
sacarose (excipiente da formulagdo), formava um terceiro produto (UK-519,140).
Testes de genotoxicidade in vitro com a impureza formada apresentaram resultado
negativo. Devido a este resultado e a baixa concentracdo desta impureza em
amostras submetidas a testes de estabilidade acelerada e de longa duragéo (inferior
a 10 ppm), seu potencial toxico foi considerado irrelevante (EMEA, 2004). No ano
seguinte, outro relatério reafirmou a instabilidade do farmaco em meio aquoso,
principalmente em meio alcalino, bem como em meio oxidante. Havia a informacéo
de que os produtos de degradacdo foram identificados (EMEA, 2005), mas os

mesmos nao foram especificados neste relatério.

No Quadro 3 sao apresentadas, resumidamente, as recomendacdes do
fabricante quanto a condicbes de estocagem e validade das formulacées de

voriconazol.

De acordo com o fabricante, o injetavel deve ser reconstituido com agua
para injecao imediatamente antes do uso. Do ponto de vista microbiolégico, é
recomendado o descarte de solugbes remanescentes, ja que o produto é de dose
unica; no entanto, se o produto reconstituido ndo for usado imediatamente, sugere-
se gque seja mantido em geladeira e usado em até 24 horas, periodo para o qual a
estabilidade quimica e fisica da solucado foi estudada. ApoOs reconstituicdo, o
voriconazol pode ser diluido para administracdo intravenosa com 0s seguintes

diluentes: dextrose 5%, cloreto de sédio 0,9 ou 0,45%, isolado ou associado a
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dextrose 5%; Ringer lactato, isolado ou em associagdo a dextrose 5%. Entretanto,
ha a ressalva de que o voriconazol nao deve ser diluido com solugcédo de bicarbonato
de sddio, uma vez que o carater levemente alcalino deste diluente provoca alguma

degradacio do farmaco apds 24 horas, em temperatura ambiente (VFEND®).

HOPPE-TICHY e colaboradores (2005) avaliaram a estabilidade do produto
reconstituido e de solucdes para infusao de voriconazol, diluidas em cloreto de sodio
0,9%. Concluiu-se que ambos sao estaveis por até 32 dias, mantidos em
temperatura de 2-8 °C. SAHRAOQOUI e colaboradores (2006) realizaram trabalho
semelhante, porém avaliaram adicionalmente a estabilidade de solugbes do farmaco
diluidas com glicose 5%. Concluiram que as solu¢gdes em cloreto de sodio 0,9% sao
estaveis por 8 dias e as preparadas em glicose 5% por 6 dias, mantidas sob
refrigeracdo. Ambos os estudos empregaram bolsas isentas de PVC (cloreto de
polivinila), que €& reconhecidamente incompativel com varios farmacos
(MOORHATCH; CHIOU, 1974). CADROBBI e colaboradores (2006) atribuiram
estabilidade de 15 dias para solugdes de voriconazol em glicose 5%, em bolsas de
PVC, na concentracao de 4 mg/ml, mantidas sob refrigeracdo. Cabe ressaltar que o
laboratério produtor ndo informa quanto a incompatibilidade do voriconazol com

polimeros que compbéem as bolsas para infusao.

Quadro 3. Informacdes sobre a estabilidade do voriconazol (VFEND®).

Forma farmacéutica Condicoes de  Validade Condicoes de  Validade apods
estocagem estocagem ap6s reconstituicao
reconstituicao
Pé para solugéo para 15-30°C 24 meses 2-8°C 24 horas
infusao
Comprimido 15-30°C 24 meses -
Pé para suspensao oral 2-8°C 18 meses 15-30°C 14 dias

Em relacdo ao fluconazol, andlogo do voriconazol, os estudos publicados
referem-se a sua estabilidade em diversos diluentes de uso hospitalar (HUNT-
FUGATE et al, 1993), bem como, em combinagdo com farmacos que sao
administrados concomitantemente. INAGAKI e colaboradores (1993) estudaram a
estabilidade de solugdes do fluconazol em combinagcdo com varios antibiéticos e
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com aciclovir, mantidas em temperatura de 25 °C. O fluconazol mostrou-se estavel
por um periodo de 72 horas, que foi o periodo maximo estudado; entretanto, nao foi
avaliada a estabilidade dos antibidticos combinados. Observou-se que houve
reducao do teor de fluconazol, em presenca de solucao acida, alcalina e oxidante,
em cerca de 5, 14 e 31 %, respectivamente.

A mistura de aminofilina e fluconazol, em solucdo de dextrose 5% ou em
solucgdo fisiologica, mostrou-se estavel fisica e quimicamente por até 3 horas, a 24°C
(JOHNSON et al, 1993). O fluconazol mostrou-se estavel por duas horas em
combinagdo com solugdes parenterais contendo aminoacidos (COUCH et al., 1992).
YAMREUDEEWONG e colaboradores (1993) estudaram a estabilidade de uma
preparacgao liquida extemporanea para uso oral, obtida a partir de comprimidos de
fluconazol triturados, misturados com &gua desionizada. A preparacdo manteve-se

estavel por 15 dias, estocada em temperaturas que variaram de 4 a 45° C.

A estabilidade de suspensdo extemporanea para uso oral de itraconazol
também foi avaliada. A suspensao foi obtida através da mistura de comprimidos
macerados e xarope simples. Observou-se que, mantida a 4° C, a preparacao
mantém-se estavel por até 35 dias (JACOBSON et al., 1995).
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4. MATERIAIS E METODOS
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4.1 SUBSTANCIA QUIMICA DE REFERENCIA E FORMULACOES

A substdncia quimica de referéncia e os produtos farmacéuticos

empregados no estudo estdo descritos a seguir.

4.1.1 Substancia quimica de referéncia (SQR)

Empregou-se matéria-prima de voriconazol, com pureza de 99,75% (lote
20040104; fabricagéo: janeiro/2004; validade: janeiro/2007, fabricada por Gencor
Pacific Limited — Hong Kong), gentilmente doada pelo Laboratério Cristalia Produtos

Quimicos Farmacéuticos LTDA (S&o Paulo, Brasil).

4.1.2 Formas farmacéuticas

v' Comprimidos revestidos de 50 mg (VFEND®, Heinrich Mack Nachf.
GmbH & Co., Alemanha): lote 310268733, fabricados em 05/2003 e validos até
05/2005. Empregados na validacdo dos métodos e estudos preliminares de

estabilidade.

v' P6 para solugado para infusdo intravenosa, frasco-ampola de 200 mg
(VFEND®, DSM Pharmaceuticals, EUA): lote 5163904, fabricado em 03/2005 e

valido até 03/2007. Empregado no estudo de estabilidade de solugdes para infusao.

Todas as amostras empregadas foram adquiridas junto ao Hospital Séao
Vicente de Paulo (Passo Fundo/RS), uma vez que este medicamento é de uso

restrito a hospitais.
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4.2 ANALISE QUALITATIVA DA SQR

4.2.1 Ponto de fusao

Empregou-se equipamento Mettler Toledo, modelo FP90, que dispbe de
capilares introduzidos em célula de aquecimento. Realizaram-se 3 determinagées,
com a SQR dessecada, empregando rampa de aquecimento de 2 °C/minuto.

4.2.2 Poder rotatorio especifico

Preparou-se solugcdo 0,2% (p/V) da SQR, em metanol. A solugdo foi
examinada em polarimetro Perkin EImer 341. Foram feitas trés medidas e calculou-
se a media dos valores obtidos.

Para o célculo do poder rotatério especifico utilizou-se a equagao 1:

[o] 0”0 =0/ Cl Equacao 1

onde:
o =angulo de rotacao
c = concentragdao da amostra em g/ml

| = comprimento do tubo (dm)

4.2.3 Espectrofotometria de absorcao na regiao do ultravioleta

Realizaram-se varreduras do espectro de UV de solugdes da SQR na
concentracdo de 20 ug/ml. Partiu-se de solugdes estoque metandlicas contendo
500 pug/ml, sendo a diluicdo subseqliente realizada no solvente avaliado: hidréxido
de sédio 0,1 M, &cido cloridrico 0,1 M, agua e metanol. A analise foi realizada em
espectrofotdmetro UV/VIS Shimadzu UV-1601 PC.
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4.2.4 Espectrofotometria de absorcao na regiao do infravermelho

A determinacéo foi realizada através da dispersao de 1,5 mg da SQR em
150 mg de brometo de potassio, seguida de compressdo, para obtencdo de

pastilha. Empregou-se espectrofotdmetro de infravermelho Shimadzu FTIR —8101.

4.2.5 Espectrometria de massas

Solugao aquosa 1 ug/ml da SQR foi analisada em espectrémetro de massas
Micromass Quattro LC, que operou no modo eletrospray positivo. As condi¢coes do
detector foram otimizadas de modo a maximizar a intensidade de ions com m/z 350
(massa do voriconazol: 349). Empregaram-se as seguintes condi¢bes: fluxo de
nitrogénio de 37 e 404 I/h (cone e dessolvatacao, respectivamente), voltagens do
capilar e do cone de 3,2 KV e 36 V, respectivamente, e temperaturas da fonte e de
dessolvatacdo de 120 e 250 °C, respectivamente. A analise foi realizada junto ao
CBIM (Centro Bioanalitico de Medicamentos) da UFRGS.

4.2.6 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'He *C

Os espectros de RMN de 'H e ®C da SQR e do produto de degradacéo
foram obtidos em espectrometro de massas Varian, modelo Mercury AS 400 (400
MHz), empregando dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-D6) como solvente. A analise
foi realizada pelo laboratério CEPPED (Centro Petroquimico de Pesquisa e
Desenvolvimento) da ULBRA.

4.3 ANALISE QUALITATIVA DA FORMA FARMACEUTICA COMPRIMIDOS

Este trabalho objetivou, desde o principio, o desenvolvimento de métodos
quali e quantitativos para andlise do voriconazol em comprimidos. Sendo assim,
apesar de, adicionalmente, ter sido avaliada a estabilidade do injetavel, os métodos

quali e quantitativos que serdo descritos foram aplicados unicamente aos
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comprimidos. Os resultados obtidos ao longo do trabalho motivaram a investigacéao
da estabilidade da formulacao injetavel, pelo emprego dos métodos desenvolvidos

para analise dos comprimidos.

4.3.1 Espectrofotometria de absorcao na regiao do ultravioleta

Realizaram-se varreduras do espectro de UV de solugcbes da SQR e de
comprimidos de voriconazol na concentracdao de 20 pg/ml. Preparou-se solugéao
estoque 500 ug/ml, em metanol. Filtrou-se e do filtrado, transferiu-se 1,0 ml para
baldo volumétrico de 25 ml. Como solvente, empregaram-se alternativamente:
hidréxido de sodio 0,1 M, acido cloridrico 0,1 M, agua e metanol. A andlise foi
realizada em espectrofotébmetro UV/VIS UV-1601 PC (Shimadzu).

4.3.2 Cromatografia em camada delgada (CCD)

Foram preparadas solugdes metandlicas de 1 mg/ml da SQR, dos
comprimidos e dos comprimidos submetidos a degradagdo em meio alcalino (2 ml
de solugdo de comprimidos com concentracdo de 1 mg/ml, em contato com
hidréxido de sodio 0,1 M por 30 minutos). A fim de verificar se o sistema proposto
seria capaz de diferenciar moléculas semelhantes, empregou-se também solucao
metandlica de fluconazol 5 mg/ml. Varias propor¢des de solventes foram testadas

até que fossem estabelecidas as condigdes descritas a seguir.

Como fase estacionaria, utilizaram-se cromatoplacas de gel de silica Merck
60 F254, coOm espessura da camada de silica de 0,2 mm (cat n® 1.05554). Empregou-
se fase mével composta por acetato de etila:acido acético R (9,5:0,5, V/V). As
solucdes foram aplicadas com capilares de 2,0 ul (Merck, art. 1102900001) tendo
sido efetuadas 4 aplicagcbes para amostras de voriconazol e 5 aplicagdes para a
solugdo de fluconazol, totalizando 8 pg/placa e 50 ug/placa, respectivamente. As
placas foram colocadas em cuba saturada e as manchas foram detectadas com luz

ultravioleta.
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4.3.3 Cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE)

A identificagdo do voriconazol em comprimidos foi realizada através da
comparacao de seu tempo de retengcdo com o tempo de retencdo do voriconazol

SQR, conforme método descrito nos itens 4.4.2.3 € 4.4.2.4.

4.4 ANALISE QUANTITATIVA DA FORMA FARMACEUTICA COMPRIMIDOS

4.4.1 Espectrofotometria de absorcao na regiao do ultravioleta

4.4.1.1 Equipamento

A andlise foi realizada em espectrofotbmetro UV/VIS UV-1601 PC
(Shimadzu), sendo que a leitura das amostras foi realizada em 255 nm.

4.4.1.2 Validacao

Para a validagdo do método foram avaliados os parametros de linearidade,

especificidade, exatidao e precisao (ICH, 2005).

4.4.1.2.1 Especificidade

Para a determinacdo da especificidade, foi preparado placebo contendo os
excipientes descritos na bula dos comprimidos de voriconazol, em quantidades
relativas as concentracdes usualmente empregadas na preparacdao de formas
farmacéuticas sélidas (KIBBE, 2000). A massa total dos excipientes do placebo foi
similar a massa de excipientes nos comprimidos. Apos diluicdo com metanol, a
suspensao foi filtrada e diluida na mesma propor¢gdo descrita para o doseamento.

Em seguida, realizou-se varredura na faixa de absorg&o do ultravioleta.
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Os excipientes empregados foram: lactose monoidratada, amido,
croscarmelose sodica, estearato de magnésio, hidroxipropilmetilcelulose, povidona,

triacetina e diéxido de titanio.

4.4.1.2.2 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir de curvas padrdao da SQR, conforme
descrito a seguir: preparou-se solugdo estoque de 500 pg/ml em metanol.
Transferiram-se 10,0 ml desta solugéo para baldo volumétrico de 50 ml e o volume
foi completado com agua. A partir desta solucao, aliquotas de 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0;
5,5 e 6,0 ml foram transferidas para bal6es volumétricos de 25 ml, com auxilio de
bureta. Completaram-se os volumes com agua, obtendo-se solucbes de 12,0; 14,0;
16,0; 18,0; 20,0; 22,0 € 24,0 pg/ml.

A curva padrao foi realizada em trés dias, sendo que cada ponto da curva foi
lido em duplicata. Com as médias das absorvancias obtidas nos diferentes dias,
plotou-se gréafico de absorvancia x concentragcdo de voriconazol (ug/mli). A equagao
da reta foi obtida através do estudo de regressao linear, pelo método dos minimos
quadrados e sua validade estatistica foi determinada pela analise de variancia
(ANOVA,).

4.4.1.2.3 Exatidao

Para avaliacdo da exatiddao do método, realizou-se o teste de recuperacao.
Quantidades crescentes de solu¢cdo da SQR (em 3 niveis) foram adicionadas a
solucbes da amostra, cuja concentracao foi constante, e o0 percentual de
recuperacao da SQR foi calculado ao final do processo. A preparacao das solucdes

é descrita a seqguir.
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A) Preparacao da solucdo SQR

A partir de solucao estoque metandlica 500 pug/ml, foram preparadas duas
solugdes aquosas, contendo 75 [Ig/ml (adicionada as solucées R1, R2 e R3) e 20

ug/ml, usada para o calculo da concentragao das solugdes amostra, R1, R2 e R3.

B) Preparagio da solugdo amostra

Pesou-se, exatamente, a partir do p6 d e 20 comprimidos triturados, o
equivalente a 6 mg de voriconazol, em baldo volumétrico de 50 ml. Adicionaram-se
cerca de 40 ml de metanol. Agitou-se mecanicamente por 10 minutos. Completou-se
o volume com metanol. Filtrou-se em papel e, do filtrado, foram transferidos 5,0 ml
para baldo volumétrico de 50 ml. Completou-se o volume com agua, obtendo-se
solugcédo com 12 pg/ml.

C) Preparacéo das solugbes R1, R2 e R3

Transferiram-se 5,0 ml do filtrado obtido no item B para cada um de trés
baldes volumétricos de 50 ml. A cada um dos baldées foram adicionados os
seguintes volumes de solucdo da SQR (75 ug/ml): 1,0; 4,0 e 7,0 ml, a partir de
bureta. Completou-se o volume com agua. Estas solugdes foram denominadas R1,
R2 e RS, respectivamente. As concentragcdes obtidas foram de 13,5; 18 e 22,5
pug/ml, correspondendo a 75, 100 e 125% da concentracdo usual de analise, que é
de 18 pg/ml. Cada nivel de concentracao foi feito em triplicata. No Quadro 4 é

apresentado o esquema de preparo das solugdes.
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Quadro 4. Esquema de preparo das solucbes para o teste de exatiddo, meétodo
espectrofotometria no UV.

Sol. amostra Sol. SQR Sol. SQR baldo volum. Conc. final
120 pg/ml (ml) 75 pg/ml (ml) 500 pg/ml (ml) (ml) (ng/ml)
SQR - 1,0 25 20,0
A 5,0 - - 50 12,0
R1 5,0 1,0 - 50 13,5
R2 5,0 4,0 - 50 18,0
R3 5,0 7,0 - 50 22,5

(SQR) solucdo da substancia quimica de referéncia; (A) solucdo amostra; (R1, R2 e R3)
solugdes da amostra acrescidas de SQR, em seus trés niveis de concentragéo.

D) Calculo do percentual de recuperacao

O percentual de recuperacdo (R%) foi calculado a partir da equacéo 2,
descrita pela AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTS,
2000):

R% = [(Car— Ca) / Csar] - 100 Equacao 2

onde:

Car = concentragdo do farmaco na amostra acrescida de SQR (ug/ml)
Ca = concentracao do farmaco na amostra (ug/ml)

Csar = concentragao de SQR adicionada a amostra (ug/ml)

4.4.1.2.4 Precisao

A precisao do método foi avaliada em dois diferentes niveis: repetibilidade
(intra-dia) e precisdo intermediaria (entre dias). Para a repetibilidade, avaliou-se o
DPR obtido da andlise de 6 amostras independentes contendo 100% da
concentracdo usual de analise, em um dia. Para a precisdo intermediaria, calculou-
se o DPR de um total de 18 andlises (n=6/dia, 3 dias diferentes).
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A) Preparacao da solucdo SQR

Pesou-se, exatamente, cerca de 18 mg da SQR. Transferiu-se para balao
volumétrico de 50 ml, diluindo com metanol. Desta solugao foram transferidos 5,0 ml
para baldo volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com agua destilada, a

fim de obter solugdo com 18 pug/ml.

B) Preparacao da solugdo amostra

Pesou-se, exatamente, o equivalente a 4,5 mg de voriconazol, a partir do p6
de comprimidos triturados, em baldo volumétrico de 25 ml. Foram adicionados 15 ml
de metanol e agitou-se mecanicamente por 10 minutos. Completou-se o volume e
filtrou-se em filtro de papel. Transferiram-se 5,0 ml do filtrado para baldo volumétrico
de 50 ml e completou-se o volume com agua. Obteve-se solugdo com 18 pg/ml.

C) Calculo do teor percentual de voriconazol nos comprimidos

A determinagao do teor de voriconazol nos comprimidos foi calculada de

acordo com a equagéo 3.

% voriconazol = Aa.Csqgr.100
Asar - Ca Equacio 3

onde:

Aa = absorvancia da solucdo da amostra

Csar = concentragéo da solugdo da SQR (ug/ml)
Asqr = absorvancia da solugdo da SQR

Ca = concentragao tedrica da solugdo da amostra
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4.4.2 Cromatografia a liquido de alta eficiéncia

4.4.2.1 Equipamento

Empregou-se cromatégrafo a liquido Shimadzu (Kyoto, Japao), provido de
bomba LC-10AD VP, injetor manual Rheodyne, detector de arranjo de fotodiodos
SPD-M10A VP, desgaseificador DGU-14A e central de controle SCL-10A, com
software CLASS-VP para estimar a area dos picos e realizar calculos de pureza e

similaridade.

4.4.2.2 Reagentes

Foram empregados solventes de grau CLAE e agua obtida por sistema

Millipore®.

4.4.2.3 Fase movel

A fase movel constituiu-se em mistura de metanol:solugdo de trietilamina
0,6%, pH 6,0 (50:50, V/V). O pH da fase aquosa foi ajustado com acido fosférico
18% (V/V), previamente a mistura com a fase organica. Antes do uso, a fase movel
foi desgaseificada através do emprego simultaneo de vacuo e ultra-som, seguida de
desgaseificagéo no préprio cromatégrafo. O pH da fase movel (6,0) foi estabelecido
com base em relatos de artigos. No teste de robustez, variagbes em torno deste
valor foram avaliadas. As demais condigdes (coluna, fluxo, propor¢éo dos solventes)
foram estabelecidas neste estudo.

4.4.2.4 Condicoes cromatograficas

» Coluna: LiChrospher® 100 C-8 (125 x 4,6 mm, 5 um), lote 471016
(Merck)
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» Fluxo: 1ml/minuto
» Comprimento de onda: 255 nm

> Volume de injecdo: 20 pl

4.4.2.5 Validacao

Para a validagdo do método foram avaliados os parametros de linearidade,
especificidade, exatidao, precisao e robustez (ICH, 2005).

4.4.2.5.1 Especificidade

A especificidade do método foi estabelecida através de estudos de
degradacao forcada. Solugcées dos comprimidos ou 0 p6 de comprimidos triturados
foram submetidos a degradacdo nas seguintes condi¢ées: meios &cido, basico,
neutro e oxidante, calor, umidade e luz UV 352 nm. Avaliou-se também a
interferéncia dos excipientes sobre o método de analise, através da preparacao de

uma solucao placebo, contendo os excipientes descritos na bula dos comprimidos.

A determinacdo da especificidade foi verificada pela resolugcao do pico do
voriconazol em relagdo aos picos dos produtos de degradagéo e pela determinagao
da pureza do pico relativo ao voriconazol, empregando-se detector de arranjo de
diodos. A seguir, serdo descritos os procedimentos empregados para promover a
degradagéao do farmaco.

A) Degradacédo em meios acido, basico e neutro

Dez mililitros de solugdes metandlicas contendo 500 pug/ml de voriconazol
foram transferidos para frasco de vidro e acrescidos de 5 ml de HCI 0,1 M, NaOH

0,1 Mou agua (hidrélises acida, basica e neutra, respectivamente).

Foram empregadas as seguintes condicbes em cada uma das reacoes:
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> Hidrdlise &cida: 80 °C / 2 horas;

» Hidrdlise basica: temperatura ambiente / 30 minutos;

> Hidrélise em meio neutro: refluxo / 4 horas.

Apbs o tempo de reacao, as solucdes foram resfriadas e o pH das solucdes

foi ajustado a neutralidade, se necessario. Em seguida, as solugbes foram diluidas

com agua ultrapura até concentragéo de 100 ug/ml e filtradas em filtro de papel.

B) Degradagdo em meio oxidante

Cinco mililitros de solugdo metandlica com 1mg/ml de voriconazol foram
acrescidos de 5 ml de solugdo de permanganato de potassio 5%. Esta solugéo foi
mantida em agitacao, por 3 horas, em temperatura ambiente. Apdés o tempo de
reacao, a solucao foi diluida com agua até concentracdo de 100 ug/ml e filtrada em
filtro de papel. Paralelamente, submeteu-se apenas metanol ao mesmo

procedimento, como controle da reacao.

C) Degradacéo por agao do calor e umidade

O po6 de comprimidos triturados foi disposto em fina camada, sobre vidro de
relégio, e mantido nas seguintes condigcdes:

» Temperatura ambiente/ 75% de umidade relativa (UR) / 48 horas;

> Estufa a 70 °C / 48 horas;

> Estufaa 70 °C/80% UR /48 horas.

Para obter a atmosfera com o percentual de umidade desejado, a amostra

foi mantida dentro de dessecador, o qual continha solugado saturada de cloreto de
sodio.
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Apbs o tempo especificado, foram preparadas solugdes contendo 500 pg/ml
de voriconazol em metanol, seguida de filtragdo em filtro de papel e diluicdo até 100

ug/ml com agua.

D) Degradacéao por agdo da luz UV 352 nm

Dois mililitros de solugcdo 1mg/ml de voriconazol foram dispostos em cubeta
transparente, a qual foi exposta a lampada Blacklight blue lamp, marca Orion, 30 W,
130 V (352 nm, UV-A) por 22 horas, em camara com superficies internas
espelhadas (17 x 17 x 100 cm). Amostras submetidas as mesmas condi¢des, porém
protegidas da luz, foram empregadas para determinar o efeito do aquecimento
decorrente da radiagdo; as mesmas foram denominadas controle escuro. Apés o
tratamento, o conteddo da cubeta foi transferido para baldo volumétrico de 25 ml e

completou-se o volume com &gua.

4.4.2.5.2 Linearidade

A linearidade foi determinada a partir de curvas padrao da SQR, preparadas
conforme procedimento descrito a seguir: pesaram-se, exatamente, cerca de 25 mg
da SQR, em baldao volumétrico de 50 ml. Dissolveu-se com metanol, obtendo
solucédo de 500 ug/ml. A partir desta solucao, foram preparadas solugbes com as
seguintes concentrag¢des: 20, 30, 40, 50, 60, 80 e 100 pg/ml, diluidas em agua

ultrapura. No Quadro 5 é apresentado o esquema de preparacao das solugdes.

A curva padréao foi realizada em trés dias, sendo que cada ponto da curva foi
injetado em triplicata. A partir das médias das areas obtidas nos diferentes dias,
construiu-se um grafico plotando-se a area média x concentracdo de voriconazol
(ug/ml). A equacao da reta foi obtida através do estudo de regressao linear, pelo
método dos minimos quadrados e sua validade estatistica foi determinada pela
analise de variancia (ANOVA).
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Quadro 5. Esquema de preparagéo das solugdes para curva padrao de voriconazol, método
por CLAE.

Ponto da Volume SQR 500 pg/ml Balao volumétrico Concentracao final
curva (ml) (ml) (ng/ml)
1 1,0 25 20,0
2 3,0 50 30,0
3 2,0 25 40,0
4 1,0 10 50,0
5 3,0 25 60,0
6 4,0 25 80,0
7 2,0 10 100,0

4.4.2.5.3 Exatidao

A exatiddo do meétodo foi determinada pelo teste de recuperagéo, pela
adicao de solucédo da SQR a solugbes da amostra, totalizando concentragdes de 70,
100 e 130 % da concentracdo usual de analise (50 pg/ml). O procedimento foi
realizado em triplicata.

A) Preparacao da solucdo SQR

Preparou-se solucdo da SQR em metanol, na concentracdo de 500 pg/ml,

com posterior diluicdo em agua a concentracao de 50 pug/ml.

B) Preparacao da solugdo amostra

Determinou-se o peso médio a partir de 20 unidades. Pesou-se o
equivalente a 12,5 mg de voriconazol, a partir do p6 de comprimidos triturados.
Transferiu-se para baldo volumétrico de 25 ml, adicionaram-se 15 ml de metanol e
agitou-se mecanicamente por 10 minutos. Completou-se o volume com metanol
(solucao 500 pug/ml). Filtrou-se em filtro de papel e do filtrado, foram transferidos 2,0

ml para baldo volumétrico de 50 ml e diluiu-se com agua (solug¢ao 20 pg/ml).

48



C) Preparacao das solucées R1, R2e R3

A partir do filtrado obtido no item B, foram transferidos dois mililitros para
cada um de trés baldes volumétricos de 50 ml. Aos balées foram adicionados,
respectivamente, os seguintes volumes da solugao da SQR 500 ug/ml: 1,5; 3,0 e
4,5 ml, com auxilio de bureta. Completou-se o volume com agua. Estas solugbes
foram denominadas solugdes R1, R2 e R3. As concentragdes obtidas foram de 35;
50 e 65 pg/ml, correspondendo a 70, 100 e 130% da concentragédo usual de andlise
(50 pg/ml).

D) Calculo do percentual de recuperagao

O percentual de recuperacgao foi calculado a partir da equagéo 2, descrita
pela AOAC (2000) (item 4.4.1.2.3.D).

4.4.2.5.4 Precisao

A precisdo do método foi determinada pela determinagdo do desvio padrao
relativo (DPR). Foram realizadas 6 andlises independentes por dia, sendo que o
procedimento foi repetido em 3 dias. A repetibilidade foi avaliada através do DPR
dos resultados intra-dia (n=6) e a precisdo intermediaria através do DPR dos

resultados dos 3 dias (n=18, DPR entre dias).

A) Preparacao da solucdo SQR

Preparou-se solugédo estoque de 500 ug/ml em metanol. Aliquota de 1,0 ml
foi transferida para baldo volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com agua,

obtendo-se solugdo com 50 ug/ml.
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B) Preparagio da solugdo amostra

Preparou-se solugdo contendo 500 upg/ml, conforme descrito no item
4.4.2.5.3.B. A partir do filtrado, foram transferidos 5,0 ml para baldo volumétrico de
50 ml e completou-se o volume com agua (solugao 50 pg/ml). Este procedimento foi

realizado em trés dias, com 6 amostras independentes por dia.

C) Calculo do teor percentual de voriconazol na amostra

A determinagao do teor de voriconazol nos comprimidos foi calculada de
acordo com a equacéo 4.

% voriconazol = Aa . Csqr.100
Asqr . Ca Equacao 4

onde:

Aa = area média da solugcao amostra (média de 3 injecdes)
Csaqr = concentracao da solucdao SQR (ug/ml)

Asqr = area média da solugdo SQR (média de 3 injecdes)

Ca = concentracgao teérica da solugcao amostra

4.4.2.5.5 Robustez

Para a determinag&o da robustez do método foram avaliadas modificages
na fase mével e a estabilidade das solucdes.
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A) Modificagdes na fase movel

Foram modificados dois parametros da fase movel: pH e percentual de fase
organica. O pH da fase mével foi alterado em uma (1) unidade de pH acima e abaixo
do pH original (pH 6,0). O percentual de fase orgéanica foi alterado para 47 e 53%,

sendo o original 50%.

Para estabelecer o efeito destas variacbes sobre o método, duas amostras
foram quantificadas em cada condicdo analitica, bem como, foram avaliadas as

modificagdes ocorridas nos parametros cromatograficos.

B) Estabilidade da solugdo de trabalho de voriconazol

Prepararam-se solugées da SQR na concentragcdo usual de analise (50
ug/ml) e as mesmas foram analisadas nos tempos zero, 24, 48 e 72 horas apés o
preparo. As mesmas foram mantidas em temperatura ambiente, ao abrigo ou
expostas a luz. As solugbes foram consideradas estaveis caso nao houvesse
mudancas significativas entre as areas absolutas da mesma solugéo avaliada em

dias diferentes (DPR inferior a 2%).

C) Estabilidade da solugao estoque da SQR

Preparou-se solucdo estoque da SQR (500 ug/ml), a qual foi mantida em
geladeira e analisada periodicamente em um periodo de 58 dias. A estabilidade foi

monitorada frente a uma solucdo da SQR recentemente preparada.

4.4.3 Ensaio microbioldgico

Para realizar a quantificacdo do voriconazol por este método, ensaios
preliminares foram realizados, até que fossem estabelecidas condigcdes que

possibilitassem o doseamento do farmaco em comprimidos.
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4.4.3.1 Ensaios preliminares

Os parametros analiticos testados sao apresentados no Quadro 6.

Quadro 6. Condicbes testadas nos ensaios preliminares para ensaio microbioldégico do
voriconazol em comprimidos.

Parametro Condicoes

Microrganismo teste Candida albicans ATCC 10231
Sacharomyces cerevisae ATCC 2601

Concentracao das solugdes 1;2e4 ug/mi
2;5e12,5 ug/ml
2,5;5e 10 ug/mi

3;6e12 ug/mi
Disposigao do meio de cultura nas placas Monocamada e bicamada
Volume das solugdes adicionado nos cilindros 100 e 200 pl
Solugao diluente Solugdes tampéo pH 5,0;6,0e 7,0
Concentragao do indéculo 0,5; 0,75;1,0 e 1,5%
Tempo de incubagao 18e 24 h

4.4.3.2 Execucao do ensaio

A partir dos resultados dos ensaios preliminares, foram estabelecidas as
condigbes para 0 ensaio microbiologico do voriconazol em comprimidos,

apresentadas abaixo.
v Microrganismo teste: Sacharomyces cerevisae ATCC 2601
v Meio de cultura: Sabouraud dextrose 2%
v Concentragao do inéculo: 1,0%
v Disposicdo do meio de cultura nas placas: bicamada (base: 20 ml;

superficie: 5 ml)
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v Delineamento: 3 x 3

v" Método: difusdo em agar, cilindros em placas

v" Concentracao das solugdes padrao e amostra: 3,0; 6,0 e 12,0 ug/ml
v" Volume das solugbes adicionado as placas: 100 pl

v" Diluente inicial: metanol p.a.

v Solugéo diluente: solugao tampao pH 6,0 + 0,1

v' Tempo de incubagao: 22 - 24 h

v" Temperatura de incubagao: 30 °C + 1 °C

4.4.3.2.1 Material

Os reagentes utilizados na preparagdo da solucao fisiolégica e do tampao
foram de grau analitico. Agar Sabouraud dextrose 2% (Merck) foi empregado para
manutencdo, repique e preparo das camadas base e superficie. Como
microrganismo teste empregou-se cepa de Sacharomyces cerevisae ATCC 2601.
Foram empregadas placas de petri de vidro com dimensdes de 20 mm x 100 mm e
cilindros de ago inoxidavel com dimensdes de 6,0 mm x 8,0 mm x 10 mm (didmetro

interno x diametro externo x altura).

As solugbes e meios de cultura foram esterilizados em autoclave vertical
Phoenix (121 °C/15 minutos) e placas, vidrarias ndo volumétricas e cilindros foram

esterilizados em estufa Biomatic (180 °C/2 h).

Para padronizacao da suspensao microbiana  empregou-se
espectrofotdmetro Analyser, modelo 5042. As placas foram incubadas em estufa
microbiolégica (Biopar). A medida dos halos de inibic&do foi efetuada com auxilio de
lupa Biomatic, através de paquimetro digital, com precisdo de 0,01 mm (Starret).
Parte do ensaio foi realizada em cabine de fluxo laminar horizontal (Veco).
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4.4.3.2.2 Preparacao do meio de cultura

Agar Sabouraud-dextrose 2% foi preparado através de pesagem e
reconstituicdo em agua, nas quantidades recomendadas pelo fabricante, seguido de
solubilizacdo sob aquecimento e esterilizacdo em autoclave. Apés a esterilizacao, o
volume correspondente a camada base foi distribuido nas placas e a quantia
destinada a camada semeada foi mantida em banho-maria, a 48 °C.

4.4.3.2.3 Preparacao da solucao tampao

Dissolveram-se 2,0 g de fosfato de potassio dibasico e 8,0 g de fosfato de
potassio monobéasico em agua suficiente para perfazer 1000 ml. O pH foi ajustado,
se necessario, entre 5,9 e 6,1, com acido fosférico 16 M ou hidréxido de potassio 10
M (tampdo n® 1, FARMACOPEIA, 1988). A solugdo resultante foi esterilizada em

autoclave e empregada para diluicao das solugdes.

4.4.3.2.4 Preparacao do inéculo

Cultura de Sacharomyces cerevisae ATCC 2601 foi repicada para meio de
cultura inclinado (Sabouraud dextrose 2%), e mantida a 20-25 °C por 48 horas. No
dia do ensaio, a cultura obtida foi transferida para solugdo fisiolégica. Esta
suspensao foi diluida com solucao fisiologica estéril até obter transmitancia de 25 +
2%, em espectrofotbmetro em 580 nm. Ap6s a padronizagdo, o indculo foi
adicionado ao meio de cultura empregado como camada superficie, na
concentragdo de 1% (V/V). O inéculo padronizado foi mantido em geladeira e
empregado por até 4 semanas, conforme recomendacdo da FARMACOPEIA (1988).

4.4.3.2.5 Preparacao da solucao SQR

Preparou-se solugédo estoque da SQR de voriconazol, com concentragao
exata de 300 pg/ml, em metanol. Aliquotas de 1,0 ml foram transferidas para baldes
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volumétricos de 100, 50 e 25 ml e diluidas com solucao diluente, obtendo-se

solugdes com 3,0; 6,0 e 12,0 pg/ml, respectivamente (P4, P2 e P3).

4.4.3.2.6 Preparacao da solucao amostra

Pesou-se exatamente, a partir dos comprimidos pulverizados, massa
equivalente a 15 mg de voriconazol. Transferiu-se para baldo volumétrico de 50 ml.
Adicionaram-se 25 ml de metanol e agitou-se mecanicamente por 10 minutos.
Completou-se o volume com metanol e filtrou-se em filtro de papel. Do filtrado,
transferiram-se aliquotas de 1,0 ml para balées volumétricos de 100, 50 e 25 ml,
diluiu-se com solu¢do diluente, obtendo-se solu¢gées com 3,0; 6,0 e 12,0 pg/ml,
respectivamente (A1, Az, Asz).

4.4.3.2.7 Ensaio

Em cabine de fluxo laminar (Veco) foram adicionados 20 ml de meio de
cultura liquefeito a cada uma de 6 placas de Petri. Apbés sua solidificacéo,
adicionaram-se 5 ml de meio de cultura liquefeito acrescido de suspensao
padronizada do microrganismo teste, constituindo as camadas base e superficie,
respectivamente. Em seguida, foram dispostos sobre a superficie do agar seis
cilindros de aco inoxidavel, mantendo distancia equivalente entre os mesmos. A
cada cilindro foram adicionados 100 pl das solugbes padrdao e amostra,
alternadamente. As placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 30 + 1 °C,
durante 22 a 24 h. Apés este periodo, os halos de inibicdo do crescimento foram
medidos com paquimetro.

4.4.3.3 Validacao

Avaliaram-se os seguintes parametros de validacao: linearidade, precisao e
exatidao.
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4.4.3.3.1 Linearidade

A curva padrdo é inerente ao ensaio microbioldgico, ou seja, em cada
ensaio realizado obtém-se uma curva padrdo. Foram realizados seis ensaios, em
trés dias diferentes, e a partir das médias dos diametros dos halos de inibicado das
solugdes da SQR e da amostra, construiram-se retas em gréafico logaritmo da
concentragao versus diametro dos halos de inibi¢éo.

A equacgao da reta para a SQR foi determinada pelo estudo de regressao
linear, pelo método dos minimos quadrados. A validade estatistica do ensaio foi
avaliada pela analise de variancia (ANOVA), para o ensaio 3x3. Para que o ensaio
seja valido, o item regressdo deve apresentar diferenga significativa e os itens
desvio de paralelismo e desvio de linearidade (quadratico e diferenca de quadratico)
ndo devem apresentar diferenca estaticamente significativa (FARMACOPEIA, 1988).

4.4.3.3.2 Exatidao

A exatidao foi determinada pelo teste de recuperacao. Solucées da amostra
foram acrescidas de diferentes volumes da solucao da SQR, a fim de obter 70, 100
e 130% da concentragdo média da curva padrao (6,0 ug/ml). A exatidao foi expressa
como percentagem de recuperacdao da SQR, para cada nivel de concentracdo
avaliado. No Quadro 7 € apresentado o esquema de preparacao das amostras para
este teste.

A) Preparacéao da solugdo SQR

As solucbes da SQR foram preparadas conforme descricdo do item
4.43.2.5.
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B) Preparagéo da solugdo amostra

Pesou-se exatamente, a partir dos comprimidos pulverizados, massa
equivalente a 15 mg de voriconazol. Transferiu-se para baldo volumétrico de 50 ml.
Adicionaram-se 25 ml de metanol e agitou-se mecanicamente por 10 minutos.
Completou-se o volume com metanol, obtendo-se solugdo com 300 ug/ml, e filtrou-
se em filtro de papel. Transferiu-se aliquota de 1 ml para baldo volumétrico de 100
ml e completou-se o volume com solugédo tampéao.

C) Preparacéo das solugbes R1, R2 e R3

A solucdo amostra descrita no item anterior foi adicionada de solu¢do SQR
300 ug/ml, a partir de bureta, conforme descricdo do Quadro 7. Todas as solugdes
obtidas foram dispostas em placa de Petri, de modo que cada placa fosse uma
réplica. Foram realizados trés ensaios, com 8 placas cada um.

Quadro 7. Preparacdo das solugcdes para a determinagcdo da exatiddao do ensaio
microbioldgico do voriconazol em comprimidos.

Solugdo  Sol. amostra Sol. SQR b.v. Concentracdo adicionada Conc. final
300 pg/ml (ml) 300 pg/ml (ml) de SQR (ng/ml) (ng/ml)
A 1,0 - 100 - 3,0
R1 2,0 0,8 200 1,2 4,2
R2 1,0 1,0 100 3,0 6,0
R3 1,0 1,6 100 4,8 7,8

(A) amostra; (R1, R2, R3) amostra acrescida de SQR, em seus trés niveis; (b.v.) baldo
volumeétrico.

D) Calculo do percentual de recuperagéo

Em cada ensaio obteve-se uma equacao da reta, empregada para estimar a
concentragcdo das solugbes amostra, R1, R2 e R3. Em seguida, o percentual de
recuperacao foi calculado através da equagao 2, descrita no item 4.4.1.2.3.D.
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4.4.3.3.3 Precisao

A atividade percentual do voriconazol foi determinada conforme HEWITT
(1977). Foram realizados 6 ensaios independentes, em trés dias (2 ensaios/dia),
com 6 placas cada um, e a partir do desvio padrao relativo (DPR) da poténcia de

cada ensaio, avaliaram-se a repetibilidade e a precisao intermediaria do mesmo.

A validade estatistica do ensaio foi determinada a partir da média dos halos
dos 6 ensaios, ou seja, com um total de 36 placas, conforme descrito no item
4.4.3.3.1.

4.5 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Avaliou-se a estabilidade do voriconazol, como substancia ativa, a
temperatura e as radiagdes UV-C e UV-A. A estabilidade quimica do farmaco pbéde
ser avaliada durante a validacdo do método por CLAE, no parametro de
especificidade, quando foram empregadas condicbes como: meios alcalino, acido,
neutro e oxidante. Realizou-se também o estudo de estabilidade da formulacao

injetavel, tanto do produto reconstituido quanto das solucdes para infusao.

4.5.1 Estabilidade fotoquimica

4.5.1.1 Condicoes

As amostras foram expostas as seguintes radiacées, em camara espelhada

internamente, com dimensdes de 100 x 16 x 16 cm:
e |ampada UV-C (Light express LE, 30 W)

e |ampada UV-A (Blacklight blue lamp — Orion 30 W, 130 V)
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A temperatura da camara foi monitorada diariamente. Amostras do farmaco
em solucao e em estado sélido foram expostas a distancia de 10 cm das lampadas.

As mesmas foram preparadas conforme descrito a seguir.

4.5.1.2 Amostra em solucao

Um mililitro de solugdo metandlica 1mg/ml da SQR, foi acondicionado em
cubeta (UV-cuvette micro®, Brand, transparente a partir de 220 nm), com tampa.
Ap6s o periodo de exposigao, transferiu-se volumetricamente o conteudo das
cubetas para baldo volumétrico de 10 ml, obtendo-se solugdo com concentragao
final teérica de 100 pg/ml. Amostras idénticas, porém protegidas da luz, foram

denominadas amostras controle.

As solugbes expostas a luz UV-C foram analisadas nos tempos 0, 20 e 60
minutos. As expostas a luz UV-A foram analisas nos tempos zero, 3, 7, 10 e 14 dias,

em triplicata.

4.5.1.3 Amostra em estado sélido

Distribuiu-se sobre vidro de reldgio, camada fina da SQR. No dia da analise,
o conteudo total foi homogeneizado e pesou-se quantidade equivalente a 10 mg de
voriconazol, em baldo volumétrico de 10 ml. Diluiu-se com metanol e transferiu-se
1,0 ml para baldao volumétrico de 10 ml. Completou-se o volume com agua, obtendo
solugdo com concentracao tedrica de 100 pg/ml. As amostras foram avaliadas nos
tempos 0, 3, 7, 10 e 14 dias, em triplicata.

4.5.1.4 Comprimidos

Visando a verificar se o revestimento dos comprimidos protege os
comprimidos das radiagbes, expds-se comprimido integro a luz UV-C por 14 dias.
Diariamente, inverteu-se a face exposta a radiagéo, a fim de assegurar que todas as
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superficies fossem irradiadas. Apos este periodo, o mesmo foi pulverizado, diluido

até concentracao de 100 pg/ml e analisado.

4.5.2 Estabilidade térmica

As amostras foram mantidas em estufa, a 60 °C (Biomatic), cuja temperatura
foi monitorada durante todo o periodo de andlise (21 dias em solucéo e 50 dias em
estado solido).

4.5.2.1 Amostra em solucao

Preparou-se solucdo metandlica de voriconazol 1mg/ml, a partir de
comprimidos triturados. Filtrou-se e 2,0 ml do filtrado foram transferidos para balao
volumétrico de 25 ml. Apds o periodo de exposicdo, completou-se o volume do
baldo volumétrico com agua. As amostras em solugcédo foram avaliadas nos tempos
zero, 7, 14 e 21 dias. O teor da solugao obtido no tempo zero foi considerado como

100%. O ensaio foi realizado em duplicata.

4.5.2.2 Amostra em estado sélido

P& de comprimidos triturados foi transferido para frasco de vidro, com tampa
de borracha. As amostras foram avaliadas nos tempos zero, 10, 20, 30, 40 e 50
dias. Considerou-se como 100% o teor obtido no tempo zero, para fins de

comparacao dos resultados subseqlientes. O ensaio foi realizado em duplicata.
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4.5.3 Estabilidade da preparacao extemporanea injetavel

4.5.3.1 Amostra

Empregaram-se frascos contendo 200 mg de voriconazol, lote 5163904,
fabricados em marg¢o/2005 e validos até margo/2007. O produto apresenta-se como
pd para solucao para infusdo, ou seja, o produto deve ser reconstituido com agua
estéril para injecao e posteriormente diluido em diluentes adequados, para permitir

sua infuséo.

4.5.3.2 Preparacao das solucoes

A reconstituicdo do injetavel, a preparagdo das solugdes para infusdo e a
remocao do conteudo para analise foram realizadas em cabine de fluxo laminar

(Veco), com materiais estéreis, visando a manutencao da esterilidade do produto.

4.5.3.3 Reconstituicao do injetavel

Os frascos-ampola de voriconazol foram reconstituidos conforme indicagao
do fabricante (19 ml de agua estéril para injecao), obtendo-se 20 ml de solugdo 10
mg/ml. Parte da solucao foi usada na preparacao de bolsas para infusdo. O restante
foi mantido sob refrigeracdo na embalagem original e analisado pelo método por

CLAE, nos tempos zero, 1, 2, 3, 6 e 8 dias apds a preparagao.

No dia da analise, 1,0 ml do produto reconstituido foi transferido para balao
volumétrico de 10 ml e completou-se o volume com metanol. Transferiu-se 1,0 ml
para baldo volumétrico de 10 ml e o volume foi completado com agua. Esta analise
foi realizada em duplicata.

Determinou-se o teor no tempo zero, o qual foi considerado como 100%
para fins de comparagao com os teores subsequentes.
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4.5.3.4 Preparacao da solucao para infusdao em cloreto de sodio 0,9%

Foram empregadas bolsas flexiveis de PVC contendo 50 ml de cloreto de
sodio 0,9% (Halex lstar, lote IB 607/05 e lote IB 639/03, validas até outubro e

novembro/2008, respectivamente).

Primeiramente, foram removidos 2,5 ml do conteudo das bolsas, com auxilio
de seringa estéril. Em seguida, adicionaram-se 2,5 ml do produto reconstituido (10
mg/ml), obtendo-se solugdo com concentragdo estimada de 0,5 mg/ml. Foram
preparadas cinco bolsas, sendo que trés foram mantidas em geladeira e duas em
temperatura ambiente. Todas as bolsas foram mantidas ao abrigo da luz. No dia da
andlise, removeu-se 1,0 ml de cada bolsa para baldao volumétrico de 10 ml e
completou-se o volume com agua. Cada bolsa foi analisada em duplicata, nos
tempos zero, 2, 4,7, 9, 11, 14 e 21 dias apds o preparo, pelo método de CLAE.

4.5.3.5 Preparacao da solucao para infusao em glicose 5%

Foram empregadas bolsas flexiveis de PVC contendo 100 ml de glicose 5%
(Halex Istar, lote IB 631/03, validade: novembro/2008).

Primeiramente, retiraram-se, com auxilio de seringa estéril, 52,5 ml do
conteldo das bolsas. Em seguida, foram adicionados 2,5 ml do produto
reconstituido (10 mg/ml), obtendo-se solucdo com concentracdo estimada de 0,5

mg/ml. Os demais procedimentos séo idénticos aos descritos no item anterior.

Na Figura 6 sdo apresentados o injetavel apds reconstituicdo e as bolsas

para infuséo.
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Figura 6. P6 para solugédo injetavel de voriconazol, apds reconstituicdo com agua estéril
para injecao, e bolsas para infusdo contendo 0,5 mg/ml de voriconazol em glicose 5% ou
cloreto de sédio 0,9%.

4.6 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DOS PRODUTOS DE DEGRADAGAO

Esta etapa pode ser resumida nos seguintes passos: isolamento das
fracoes, determinagdo da pureza das mesmas, concentracdao das fracbes e
identificacdo dos produtos de degradacéo.

A fim de isolar os produtos de degradacao do voriconazol, foi desenvolvido
método por cromatografia liquida de alta eficiéncia semipreparativa. Para
identificacdo do produto de degradacdo foram empregadas as técnicas de
espectrofotometria no infravermelho, espectroscopia de ressonancia magnética

nuclear (RMN) e espectrometria de massas (MS/MS).

4.6.1 Degradacao da amostra

A cinco mililitros de solucdo de voriconazol 1 mg/ml, preparada a partir de
comprimidos, foram adicionados 5 ml de NaOH 1M; manteve-se em repouso por 15
minutos. Em seguida, neutralizou-se a solugdo com HCI 1 M.
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4.6.2 Isolamento por CLAE semipreparativa

Através de testes preliminares foram estabelecidas as condicdes analiticas
para a separacao dos produtos de degradacao do voriconazol. As condi¢ces usadas

foram:

e Equipamento: cromatdgrafo a liquido Shimadzu (Kyoto, Japao), provido
de bomba LC-10AD, injetor manual Rheodyne, detector de UV-Vis SPD-10AV,
desgaseificador DGU-14A e central de controle SCL-10A, com software CLASS-VP.

e Fase modvel: constituida de metanol:agua, na proporcado 7:3, Apds o
preparo, a mesma foi desgaseificada pelo emprego simultaneo de vacuo e ultra-

som, seguida de desgaseificacdo no préprio cromatégrafo.

e Condigdes cromatograficas: coluna Spherisorb® S5 C-8 (10 x 250 mm,
5 um), lote PSS831885 (Waters); fluxo: 1,2 ml/minuto; comprimento de onda: 255

nm, volume de injegédo: 200 pl.

4.6.3 Determinacao da pureza das fracoes

Com o objetivo de verificar a pureza das duas fracées coletadas através da
CLAE semipreparativa, antes de concentra-las, ambas foram analisadas pelo
método por CLAE analitica, no qual a pureza do pico cromatografico de cada fracao
foi determinada. Empregou-se o mesmo sistema cromatografico (equipamento, fase
movel e condi¢des) utilizado no doseamento do voriconazol (itens 4.4.2.1 a 4.4.2.4).
A pureza das fragdes foi novamente determinada apds a evaporacao do solvente em

evaporador rotatorio.

4.6.4 Concentracao das fracoes

As fracOes foram levadas a secura em evaporador rotatério (Bichi-RE 111),

acoplado a banho-maria (Blichi 461), em temperatura de 50 °C + 2 °C, sob pressao
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reduzida. Uma vez que as fragcdes continham 30% de agua como diluente, foi

necessaria a adicao de butanol para permitir a evaporacao total dos solventes.

A fim de verificar se durante o processo de concentracdo os produtos de
degradacdao mantinham-se estaveis, as 2 fragcdes foram ressuspensas com 400 pl
de metanol (grau CLAE). Pequena porgéao de cada suspensao foi diluida e analisada
por CLAE analitica. Apoés, as fragbes foram novamente dessecadas, sob corrente de
nitrogénio e mantidas em dessecador sob vacuo, protegidas da luz.

4.6.5 Espectrofotometria de absorcao na regiao do infravermelho (1V)

Preparou-se pastilha através da dispersdo de 1,5 mg do PD1 em 150 mg de
brometo de potassio, com posterior compressao. Empregou-se espectrofotometro de
infravermelho marca Bomem-Hartmann & Braun, modelo MB100. A analise foi

realizada no Instituto de Fisica da UFRGS.

4.6.6 Espectrometria de massas

Solugcao metandlica do PD1 foi analisada em espectrometro de massas
Micromass Quattro LC, que operou no modo eletrospray positivo. As condi¢coes do
detector foram otimizadas a fim de maximizar a intensidade de ions com massa
inferior a 349 (massa do voriconazol). Empregaram-se as seguintes condi¢des:
fluxo de nitrogénio de 38 e 403 I/h (cone e dessolvatagdo, respectivamente),
voltagens do capilar e do cone de 3,2 KV e 42 V, respectivamente, e temperaturas
da fonte e de dessolvatacao de 120 e 250 °C, respectivamente.

4.6.7 Espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H e '*C

Realizado da mesma maneira que para a SQR (descrito no item 4.2.6).
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4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DOS PRODUTOS
SUBMETIDOS A DEGRADACAO

Solugcbes da SQR degradadas foram avaliadas pelos trés métodos
desenvolvidos. Expds-se solugdo da SQR 1mg/ml as seguintes condigbes de
degradacdao: hidrolise basica por 15 minutos, com NaOH 0,1M e luz UV-C por 1
hora, em triplicata para cada condigéo.

Apo6s o término de cada reacéo, as solugdes foram diluidas a concentracoes
presumidas de 100, 50 e 20 pg/ml com metanol, e a 10 ug/ml, em tampéo fosfato
pH 6,0. As solugcdes 100 ug/ml foram analisadas por CLAE; as solu¢cdes com 50 e
20 pug/ml foram analisadas por espectrofotometria no UV e as solugdes contendo 10

ug/ml foram avaliadas pelo ensaio microbioldgico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 ANALISE QUALITATIVA DA SQR

Os testes apresentados a seguir visaram tanto a identificacdo da matéria-
prima empregada como SQR neste trabalho, bem como a fornecer dados que até o

momento nao estao disponiveis na literatura.

O voriconazol € um pé cristalino, branco, ndo higroscépico. O laboratério
detentor da patente afirmou que nao ha evidéncias de polimorfismo ou de solvatos e
que o mesmo é muito soluvel em metanol, cloroformio e acetonitrila e insolivel em
agua (EMEA, 2005).

5.1.1 Ponto de fusao

A determinagdo desta constante fisica auxilia na avaliacdo da pureza e
identidade de substancias. A presenga de impurezas, via de regra, produz uma
reducao do ponto de fusdo. Na literatura sdo relatados os seguintes valores: 127
°C (FROMTLING, 1996); 128 a 134 °C (GHANNOUM; KUHN, 2002) e 127 a 130 °C
(DRUG BANK, 2007). O ponto de fusao apresentado foi 130,8 °C, préximo ao valor

indicado no certificado de analise do laboratério produtor (130 °C).

5.1.2 Poder rotatorio especifico

A atividade Optica é funcado da estrutura quimica da substancia e de sua
concentracdo. A determinacdo do poder rotatério serve para estabelecer a
identidade e a pureza de substancias (FARMACOPEIA, 1988). Por apresentar dois
centros estereogénicos, o voriconazol pode existir como 4 diastereoisdbmeros, sendo
que a atividade bioldgica deve-se, quase na totalidade, ao enantidbmero 2R, 3S. Nas
condicbes empregadas, recomendadas na literatura, o valor encontrado foi -59,3 ¢,
sendo o valor de referéncia -62 ° (FROMTLING, 1996). O valor citado no certificado
de analise do laboratério produtor € de -58,49 °.

69



5.1.3 Espectrofotometria de absorcao na regiao do ultravioleta

A Figura 7 apresenta o espectro de absorcao na regido do ultravioleta da
SQR do voriconazol, diluida inicialmente em metanol e em seqliéncia,
alternativamente, em agua, metanol, acido cloridrico 0,1M e hidréxido de sodio
0,1M. Observou-se que o comprimento de onda de maxima absorgédo do farmaco é
em 255 nm e que nao houve alteragdo do mesmo apos diluicdo em ampla faixa de
pH. Isto & consequéncia da inexisténcia de grupamentos ionizaveis ligados
diretamente aos grupos croméforos da molécula do farmaco.

metanol

NaOH 0,1M

0.a00

-0.1001 L 1 L
200.0 2600 300.0 3500 3600
whavelength [nm.)

Figura 7. Espectro na regido do ultravioleta da SQR de voriconazol diluida em &gua,
metanol, hidréxido de sdédio 0,1 M e &cido cloridrico 0,1 M (20 pg/ml).

Constatou-se, porém, que o perfil do espectro em meio alcalino foi diferente
dos demais, e que 0 mesmo modificava-se com o passar do tempo. Este dado,
aliado a informacao da bula do produto, que alerta sobre a instabilidade do farmaco
em solucdes levemente alcalinas, motivou a verificacdo do comportamento do
farmaco em solucao de NaOH 0,1M, em diferentes tempos ap6s o preparo (Figura
8).

Os espectros obtidos demonstraram que o voriconazol é bastante instavel
em meio alcalino. Observou-se que os produtos de degradagdo absorvem mais
intensamente do que o proprio farmaco (efeito hipercrémico) e em comprimento de

onda inferior (deslocamento hipsocrémico). Deste modo, a identificagdo do farmaco
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neste meio ndo é recomendada. Para maiores detalhes sobre a degradacdo em

meio alcalino, ver item 5.32.1.

1.000, T T T
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Figura 8. Espectro na regido do ultravioleta de solugdo da SQR de voriconazol diluida em
hidréxido de sodio 0,1 M (20 ug/ml) e avaliada nos tempos zero, 20, 40 e 60 minutos apds o
preparo.

5.1.4 Espectrofotometria de absorcao na regiao do infravermelho

Quase todos os compostos que possuem ligagdes covalentes, sejam
inorganicos ou organicos, absorvem varias frequéncias de radiagdo eletromagnética
na regido dos raios infravermelho do espectro eletromagnético. Certos grupos de
atomos dao origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma freqiéncia,
independentemente do tipo de molécula. No entanto, considerando duas moléculas
com o0 mesmo grupamento, em cada estrutura a mesma ligacao estara em ambiente
diferente, e, por isso, ndo ha possibilidade de duas moléculas terem o mesmo
espectro de infravermelho. Desta forma, o espectro de infravermelho pode ser usado
na identificacdo de moléculas da mesma forma que a impressao digital € usada nos
seres humanos (PAVIA et al., 2001).

Até o momento, ndo ha na literatura espectro de infravermelho disponivel
para comparacdo. No entanto, sendo o voriconazol congénere do fluconazol,

algumas bandas de absorcdo sdo coincidentes, e para o fluconazol ha dados
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relatados (CYR et al, 1996). O espectro de infravermelho do voriconazol é

apresentado na Figura 9 e as atribuicbes das principais bandas de absorcao

constam no Quadro 8.

%T

86.41 |

80.00

60.00

40.00

30.52

—

4600 4000

2000 1500 1000 400
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Figura 9. Espectro na regido do infravermelho da SQR do voriconazol, em brometo de

potassio.

Quadro 8. FreqUiéncias de absorcdo das principais bandas de absor¢cdo no espectro de
infravermelho do voriconazol.

Freqiiéncia (cm™)

Atribuicao

3198
2980
1618
1587
1508
1473
1449
1379
1277
1132
958

858

Deformacéo axial de O — H

Deformacéao axial simétrica de metila

Deformacao axial das ligagées C = C do anel benzénico
Deformacéao axial de C =N

Deformacéo axial simétrica do anel triazélico
Deformacgao angular simétrica de metileno

Deformacao angular assimétrica de metila

Deformacéo angular simétrica de metila

Deformacéo axial de C— N

Deformacao axial de C — O de alcool terciario
Deformacéao angular no plano de C — H do anel triazélico
Deformag&o angular fora do plano de C — H do anel triazélico

Fontes: NAKANISHI; SOLOMON, 1977; CYR et al., 1996; PAVIA et al., 2001.
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5.1.5 Espectrometria de massas

Na técnica de impacto de elétrons (El), comumente a mais usada, um
espectrometro de massas bombardeia moléculas na fase vapor com um feixe de
elétrons de alta energia e registra o resultado do impacto dos elétrons como um
espectro de ions separados na base da razdo massa/carga (m/z). A maior parte dos
ions formados tem carga unitaria (SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). O feixe de
elétrons converte parte das moléculas da amostra em ions positivos. A remogao de
um elétron de uma molécula fornece um ion cuja massa é a massa da molécula
original. Este ion é chamado ion molecular, simbolizado por M*. Logo, esta técnica
permite determinar a massa molecular da substédncia em andlise (PAVIA et al,
2001).

O método empregado para separagao dos ions foi MS/MS (espectrometria
de massas em seqgliéncia), que consiste em espectrébmetro acoplado a uma camara
de colisdes, onde o campo elétrico ndo atua e em seguida, acoplado a um segundo
espectrometro de massas. Determinados ions (“ions-principais”) sdo separados no
primeiro espectrometro e passam, um de cada vez, para a camara de colisdo onde
se formam os “ions secundarios” (também chamados “daughters”), gerados pela
colisdo com um gas inerte. Estes “ions secundarios” formados passam entao pelo
segundo espectrobmetro de massas, onde se obtém espectro dos “ions secundarios”
(SILVERSTEIN; WEBSTER, 2000). As condigdes do detector foram otimizadas de
modo a maximizar a intensidade de ions com m/z 350, visto que a massa do

voriconazol é 349,3.

A Figura 10 apresenta o espectro de massas obtido. Pode ser observado o
pico do ion molecular do voriconazol, com m/z 349,8. O padrao de fragmentacéo
observado coincide com relatos de literatura (KEEVIL et al., 2005), sendo que o
fragmento com m/z 280,9 corresponde a perda do anel triazélico. O fragmento de
m/z 223,9 é compativel com a perda da cadeia alquila e do anel fluorpirimidinico.
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Figura 10. Espectro de massas (MS/MS) do voriconazol.

5.1.6 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de 'H

Na Tabela 1 constam os deslocamentos quimicos dos hidrogénios do
voriconazol e o espectro de RMN de "H do mesmo é apresentado na Figura 11. Os
valores dos deslocamentos quimicos observados sdo os mesmos da literatura
(BUTTERS et al., 2001); estes autores, no entanto, ndo realizaram a atribuicdo dos
sinais do espectro. A numeragdo das posicbes dos hidrogénios e carbonos nao
seguiu a nomenclatura quimica do farmaco, mas sim, foi estabelecida de modo a

facilitar a comparacédo com os espectros do produto de degradacéo.

Em campo alto (1,12 e 3,93 ppm) foram constatados picos dos grupos CHgz
e CH, cujo acoplamento foi evidenciado pelo mesmo valor de J (7 Hz). Os dupletos
em 4,80 e 4,34 referem-se aos dois hidrogénios do CH,, os quais, devido a
proximidade com centro estereogénico (2R, posicao 7), encontram-se em ambiente
quimico diferente e por isso apresentam-se como dois dupletos, com mesma
constante de acoplamento (J= 14,2 Hz). Em 5,99 ppm foi observado pico

correspondente ao hidrogénio da hidroxila alcodlica.

Os picos na faixa de 6,93 a 7,27 ppm sé&o atribuidos aos hidrogénios do anel
benzénico trissubstituido. Além do acoplamento esperado com os hidrogénios em
orto e para, também ocorre acoplamento com os atomos de flior, o que torna mais

complexos a multiplicidade e os acoplamentos observados. Os picos relativos aos
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hidrogénios do anel triazélico sdo observados em 7,61 e 8,23 ppm, evidenciados

como simpletos. Em 8,85 e 9,03 ppm sao observados dois dupletos, atribuidos aos 2

hidrogénios do anel fluorpirimidinico.

Tabela 1. Dados dos espectros de RMN de "H do voriconazol (400 MHz, em DMSO-D6).

Deslocamento Multiplicidade* e N2 de Atribuicao Posicao
quimico (ppm) constante de  hidrogénios (Figura 11)
acoplamento (J)
1,12 d, ®Uax=7Hz 3 CHs 22
3,93 qa, Sax=7Hz 1 CH, cadeia alifatica 14
4,80 4,34 d, 2Jam= 14,2 Hz 2 CH, 8
5,99 s 1 OH 21
6,93 m 1 CH, anel benzénico trissubstituido 5
7,18 m 1 CH, anel benzénico trissubstituido 3
7,27 q,J=2Hz 1 CH, anel benzénico trissubstituido 6
7,61 s 1 CH, anel triazblico 11 0u 13
8,23 s 1 CH, anel triazblico 11 0u 13
8,85 d, 2JAM =2Hz 1 CH, anel fluorpirimidinico 17
9,04 D, 2JAM =2 Hz 1 CH, anel fluorpirimidinico 19

*s: simpleto; d: dupleto; g: quarteto; m: multipleto.
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5.1.7 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de *C

Na Tabela 2 constam os deslocamentos quimicos dos carbonos do
voriconazol e na Figura 12 é apresentado o espectro de RMN de '°C. Ao invés de
apenas um pico relativo a cada carbono, foram observados varios, o0 que se deve
ao acoplamento dos atomos de carbono com os atomos de flior da molécula do
farmaco. Isto ocorre porque o nicleo do F'®, a exemplo dos ntcleos do H', C® e
P3', apresenta spin 1/2, possuindo dois momentos magnéticos: -2 e +'. Desta
forma, estes nlcleos podem absorver energia eletromagnética quando
submetidos a analise de ressonancia magnética, produzindo sinais no espectro de
RMN (PAVIA et al., 2001).

Os valores dos deslocamentos quimicos e das constantes de
acoplamento carbono-fluor (Jcr) estédo de acordo com a literatura (PRETSCH et
al., 1985) e dados semelhantes foram relatados para o fluconazol, congénere do
voriconazol (CYR et al., 1996).

Observou-se que os Unicos carbonos que nao acoplam com os atomos de
flior sdo os do anel triazdlico (posicoes 11 e 13) e a metila (posicao 22), que
apresentaram simpletos em 150,3, 144,8 (ver espectro expandido) e 13,7 ppm,
respectivamente. Em campo baixo (158,6 e 161,8 ppm) foram observados dois
duplos dupletos, atribuidos aos carbonos das posicoes 2 € 4, que acoplam com o
flior adjacente ('Jor= 246 Hz) e com o flior em posicdo para CJce = 12 Hz). Em
156,3 ppm, observou-se dupleto relativo ao carbono acoplado com fluor, do anel
fluorpirimidinico ('Jor = 263 Hz). Na faixa de 130 a 103 ppm s&o encontrados o0s
sinais relativos aos demais carbonos do anel benzénico trissubstituido. Apesar de
nao ter sido visualizado o carbono da posi¢cao 14, atribuido ao CH ligado a metila,
o sinal correspondente ao préton deste grupamento foi detectado no espectro de
RMN de 'H.

As atribuicées foram confirmadas pelo espectro em uma dimenséo (1D)
APT (Attached Proton Test) e pelo espectro bidimensional heteronuclear (‘*H, '*C)
HETCOR (Heteronuclear Correlation Spectroscopy). No espectro APT, os sinais

do '®C dos atomos de carbono da molécula exibem diferentes fases, dependendo
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do numero de hidrogénios ligados a cada carbono. Deste modo, é possivel atribuir

os sinais a CH3, CH,, CH e C. O espectro HETCOR evidencia as correlagées

entre atomos de carbono e hidrogénio (PAVIA et al, 2001); o mesmo é

apresentado no Anexo 5.

Tabela 2. Dados dos espectros de RMN de "*C do voriconazol (400 MHz, em DMSO-D6).

Deslocamento Multiplicidade® e constante de APT® Atribuicao Posicao
quimico acoplamento (J) (Figura 12)
(ppm)
13,7 s CH; CHs; 22
55,3 d, 4JCF =49 Hz CH, CH,, cadeia alifatica 8
76,8 d, 3JCF =5,0Hz C C-OH, cadeia alifatica 7
103,9 dd, 2Jer = 26,1 € 28,2 Hz CH  anel benz. trissubst. 3
110,8  dd, *Jor= 20,6 Hz; *Joe = 2,7 Hz CH  anel benz. trissubst. 5
124,4 dd, 2Jer = 12,6 Hz; *Jer = 3,6 Hz C  anel benz. trissubst. 1
130,4 dd, 3Jer= 6,1 € 9,5 Hz CH  anel benz. trissubst. 6
144.8 s CH  anel triazblico 11 0u 13
145,0 d, 2Jc|== 22,6 Hz CH  anel fluorpirimidinico 17
150,3 s CH  anel triazblico 11 0u 13
153,9 d, 4J¢F= 7,7 Hz CH  anel fluorpirimidinico 19
156,3 d, 1JCF= 263,4 Hz C CF, anel fluorpirimidinico 16
156,8 d, 2J¢F= 12,0 Hz C anel fluorpirimidinico 15
158,6 dd, 'Jer = 246,6 Hz; *Uer = 12,2 Hz C  CF, anel benz. trissubst. 40u2
161,8 dd, 1JC|:= 246,6 Hz; 3JC|:= 12,7 Hz C CF, anel benz. trissubst. 4o0u?2
Néo L 14
visualizado

3s: simpleto; d: dupleto; dd: duplo dupleto; "APT: Attached Proton Test

Os testes de identificacdo e elucidagdo apresentados permitiram a

determinacdo da pureza e a identificacdo da matéria-prima que foi empregada

como SQR para todos os demais ensaios.
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5.2 ANALISE QUALITATIVA DA FORMA FARMACEUTICA COMPRIMIDOS

5.2.1 Espectrofotometria de absorcao no ultravioleta

Através da comparacdo dos espectros na regidao do UV da SQR e dos

comprimidos em diferentes solventes, foi realizada a identificacdo do voriconazol
na amostra avaliada (Figura 13).
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Figura 13. Espectro de UV do voriconazol SQR (linha continua) e em comprimidos (linha
tracejada), em diferentes solventes, na concentragdo de 20 pg/ml. Diluente inicial em
todos os testes: metanol. Diluente final: agua (A), metanol (B) e acido cloridrico 0,1M (C).

80



A semelhanca dos espectros da SQR e dos comprimidos indicou a
presenca do voriconazol na formulagdo avaliada e a nao interferéncia dos
excipientes, tornando o método adequado para a identificacdo do farmaco em

comprimidos.

5.2.2 Cromatografia em camada delgada

Sabendo-se da instabilidade do farmaco em meio alcalino, buscou-se o
desenvolvimento de sistema cromatografico que possibilitasse a identificacdo do
voriconazol em comprimidos, tanto em amostras integras quanto em amostras
degradadas nessa condigdo. Adicionalmente, procurou-se desenvolver sistema
que diferenciasse o voriconazol de farmacos semelhantes, como o fluconazol.

Exemplo de placa obtida € apresentado na Figura 14.

Figura 14. Placa cromatografica (CCD), visando a identificagdo do voriconazol em
comprimidos e em amostras submetidas a degradagao. (1) solugdo SQR, (2) solugédo de
comprimidos, (3) solugdo de comprimidos degradada (NaOH 0,1M, 15 minutos), (4)
solucdo de fluconazol. Fase movel: acetato de etila:acido acético (9,5:0,5, V/V).
Detecgéao: luz UV, 254 nm.
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Os valores de Rf para a SQR e comprimidos e comprimidos submetidos a
degradacao foram semelhantes: 0,364, 0,361 e 0,361 respectivamente (média de
5 placas). Os valores de Rf do produto(s) de degradacgao e do fluconazol foram de
0,503 e 0,165, respectivamente. Verificou-se que o sistema desenvolvido
possibilitou a diferenciacdo do voriconazol do fluconazol e a deteccdo dos

produtos de degradacéo.

5.2.3 Cromatografia a liquido de alta eficiéncia

A Figura 15 apresenta os cromatogramas das solugdes de voriconazol
SQR e comprimidos, respectivamente. O tempo de retengédo do pico principal do
cromatograma da solugdo amostra (8,5 minutos), obtida no método por CLAE,
descrito nos itens 4.4.2.1 a 4.4.2.4 e 4.4.2.5.4 para a quantificacdo do voriconazol

em comprimidos, correspondeu aquele do pico principal da solucéo padrao.

200 200

140+ 140+

mAlL
mAlL

404 404

0 0

0 2 4 B 8 w12 0 2 4 B 8 m 12
Minutes Minutes

Figura 15. Cromatogramas da SQR de voriconazol e dos comprimidos de voriconazol,
respectivamente. Concentragdo: 100 ug/ml. Condigbes: detecgao em 255 nm, coluna C-8
(Merck), fase moével metanol: solugéo de trietilamina 0,6%, pH 6,0 (1:1), fluxo 1ml/minuto.
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5.3 ANALISE QUANTITATIVA DA FORMA FARMACEUTICA COMPRIMIDOS

Nao existem métodos descritos na literatura voltados a analise do
voriconazol em formulagbes. Assim, neste trabalho foram desenvolvidos trés
métodos para quantificacdo do farmaco em comprimidos: espectrofotometria no

ultravioleta, cromatografia liquida de alta eficiéncia e ensaio microbioldgico.

5.3.1 Espectrofotometria de absorcao na regiao do ultravioleta

Este método tem como vantagens sua robustez, simplicidade e amplo
emprego no doseamento de formas farmacéuticas cujos excipientes nao
interfiram na andlise. Por ser um método rapido e de simples execugéao, pode ser
empregado na analise de produtos em processamento, bem como, no teste de
dissolugdo. Sua maior limitagdo é sua baixa seletividade, o que restringe sua
aplicacao na andlise de misturas (WATSON, 2005).

Como comprimento de onda da analise empregou-se 255 nm, ponto de
absorcdo maxima do farmaco. O solvente inicial, metanol, foi escolhido devido a
alta solubilidade do voriconazol neste solvente. As diluicGes subsequentes foram
feitas com agua.

5.3.1.1 Especificidade

A especificidade do método desenvolvido foi avaliada através da
varredura do espectro de ultravioleta de solucdo contendo os excipientes dos
comprimidos. A quantidade empregada de cada excipiente teve por base o
indicado na literatura para producao de comprimidos (KIBBE, 2000), uma vez que
as quantidades exatas ndo sao citadas pelo fabricante. O espectro obtido é
apresentado na Figura 16. Observou-se que os excipientes nao interferiram na

quantificacdo do voriconazol, em 255 nm.

Os testes de degradacdo forcada nao foram realizados neste método,
pois, conforme apresentado na analise qualitativa do voriconazol (item 5.1.3), os
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produtos de degradacdo do mesmo, em meio alcalino, absorvem intensamente
proximo a 255 nm, indicando a pouca especificidade deste método na analise de

amostras degradadas.

-0.050 L L L
2000 2600 3500 3800

3000
Wavelength [nm.]

Figura 16. Espectro na regido do ultravioleta da solugdo amostra (A), solugdo da SQR
(B), ambas em concentragdo aproximada de 18 pug/ml, e solucao placebo (C).

5.3.1.2 Linearidade

A linearidade de um método analitico é a capacidade de obter resultados
diretamente proporcionais a concentragdo da substancia em analise. A
linearidade pode ser determinada pela elaboracdo de curvas padrdo com no

minimo cinco concentracdes (ICH, 2005).

Na Tabela 3 sdo apresentados os valores de absorvancia observados
para solucdes da SQR do voriconazol, em concentracdes de 12,0 a 24,0 ug/ml. A
Figura 17 representa a curva padréo e a equagao da reta, obtida por regressao
linear através do método dos quadrados minimos. A andlise estatistica dos
resultados (ANOVA - Tabela 24, Anexo 1) indicou auséncia de desvio de
linearidade e regressao significativa na faixa de concentracao testada.
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Tabela 3. Valores de absorvancia (A) das curvas padrao de voriconazol, determinadas
em 255 nm, realizadas em trés dias diferentes.

Concentracdes (ug/ml)

12 14 16 18 20 22 24
dal 0277 0322 0,368 0,413 0,454 0,506 0,548
(A) da2| 0276 0319 0,364 0,411 0,456 0,504 0,554
da3| 0276 0324 0,366 0,413 0,462 0,504 0,555
Média | 0,276 0,322 0,366 0,412 0,457 0,505 0,552
DPR| 02 0,78 0,55 0,28 0,91 0,23 0,68
0,600 -
0,500 -
8
S 0,400 4
«C
2 0,300 4
2
2 0.200- y = 0,0230x - 0,0002
0,100 - r = 0,9999
0,000 : ; .
0 10 20 30

concentracéo (ug/ml)

Figura 17. Representacdo da curva padrdao de voriconazol, método por
espectrofotometria de absorgcao no UV, na faixa de 12 a 24 pug/ml.

5.3.1.3 Exatidao

A exatiddo de métodos analiticos voltados a andlise quantitativa de
farmacos em formulagdes pode ser avaliada através de quatro modos distintos:
A) pela analise de placebo da formulagdo, ao qual tenha sido adicionada
quantidade conhecida da substancia ativa; B) pelo teste de recuperagao, no qual
quantidades conhecidas da substancia ativa sdo adicionadas a formulagéo e seu
percentual de recuperagéo ao término do processo é medido; C) pela comparagéao
dos resultados do método em teste com os obtidos por método previamente
estabelecido, cuja exatidao tenha sido determinada; D) a exatidao pode ser
inferida desde que a linearidade, a especificidade e a precisdo do método tenham
sido estabelecidas (ICH, 2005).
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Neste trabalho, optou-se por avaliar a exatidao pelo teste de recuperacéo.
De acordo com a ANVISA (BRASIL, 2003b), o percentual de recuperacao de
métodos analiticos para quantificacao de formulacdes deve ser avaliado na faixa
de 80 a 120% do valor usual de analise. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 4, sendo que o percentual médio de recuperacdo do método foi de
99,79%.

Tabela 4. Teste de recuperagao da solugdo da SQR de voriconazol adicionada a solugao
de comprimidos de voriconazol, através do método de espectrofotometria no UV.

Amostra Nivel Concentragcao Concentracao Recuperacao
(%) adicionada (ug/ml) recuperada (ng/ml) (%)
1,5402 102,68
R1 75 1,5 1,4742 98,28
1,5181 101,21
6,0066 100,11
R2 100 6,0 5,9628 99,38
5,8968 98,28
10,4727 99,74
R3 125 10,5 10,4286 99,32
10,4076 99,12
Recuperagdo média (%) 99,79
DPR 1,41

(R1, R2, R3): amostras acrescidas de SQR.

5.3.1.4 Precisao

A precisdo de um método analitico € a proximidade entre os resultados
individuais quando o procedimento analitico é aplicado repetidamente a multiplas
aliquotas de uma amostra homogénea. E expressa como desvio padrdo relativo
(DPR) de uma série de determinagdes (ICH, 2005).

A precisao do método espectrofotométrico foi avaliada através de seis
determinag¢des da amostra de comprimidos no mesmo dia (repetibilidade) e em
dias diferentes (precisdo intermediaria). Os resultados das analises sao
apresentados na Tabela 5. Os valores de DPR intra-dia variaram de 0,9 a 1,2% e

o DPR entre dias foi de 1,0%.
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Tabela 5. Teores percentuais da amostra de comprimidos de voriconazol, determinados
por espectrofotometria no UV.

% do valor declarado

Amostra Dia 1 Dia 2 Dia 3

1 98,99 98,64 98,75

2 100,12 100,30 99,38

3 100,71 100,42 100,20

4 101,60 100,75 100,23

5 101,75 100,96 101,69

6 101,75 101,16 101,74

Média intra-dia (n=6) 100,82 100,37 100,33

DPR intra-dia 1,10 0,90 1,20
Média entre dias (n=18) 100,52
DPR entre dias 1,04

5.3.1.5 Validade do ensaio

A linearidade do método foi avaliada através do desenvolvimento de trés
curvas padrdao. A analise de regressao linear forneceu a equacdo da reta
y = 0,0230x - 0,0002, com coeficiente de correlacdo de 0,9999. A analise
estatistica dos resultados evidenciou que o0 método em estudo apresenta

linearidade na faixa de 12 a 24 ug/ml (p < 0,05).

O método foi considerado exato, uma vez que o percentual médio de
recuperacao foi de 99,79%. Logo, o método nao apresenta erros sistematicos,
que poderiam levar a resultados distantes da concentracao verdadeira ou real. Os

baixos valores de DPR intra e entre dias indicaram que o método € preciso.

A especificidade do método foi avaliada através da varredura de solugao
contendo os excipientes, tendo sido constatado que os mesmos nao interferem na
quantificacao do farmaco, no comprimento de onda empregado. Uma vez que 0s
produtos de degradagao absorvem intensamente proximo a 255 nm (ver Figura 8)
concluiu-se que o método € especifico para o farmaco, desde que empregado na
analise de amostras integras. Este método pode ser usado durante a producao de
lotes do medicamento, bem como, nos testes de dissolugcao, pela simplicidade e

rapidez em relacdo aos demais métodos desenvolvidos. Neste caso, a presenca
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de impurezas pode ser pesquisada por métodos qualitativos, como CCD (ver item

5.2.2 - CCD na analise de amostras degradadas), ou por CLAE.

5.3.2 Cromatografia a liquido de alta eficiéncia

A combinacgéo da CLAE com detecgao UV/visivel origina métodos exatos,
precisos e especificos para andlise quantitativa de produtos farmacéuticos e
representa 0 método de escolha na industria farmacéutica para este propdésito
(WATSON, 2005). E considerado o método de escolha em estudos de
estabilidade, devido a sua alta capacidade de resolugdo, sensibilidade e
especificidade (WATSON, 2005; BAKSHI; SINGH, 2002).

Os meétodos descritos para o voriconazol, para sua quantificagdo em
fluidos biologicos, empregam sistema em fase reversa, com detec¢cado no UV (255

nm) e fase moével com pH 6,0, aproximadamente.

Tanto o solvente para solubilizag&o inicial do voriconazol (metanol) quanto
o pH da fase moével (6,0) foram escolhidos com base nos relatos encontrados em
artigos (STOPHER; GAGE, 1997; GAGE; STOPHER, 1998; PEREA et al. 2000)
tendo em vista as escassas informacdes sobre o farmaco, na época.
Posteriormente, obteve-se a informacado de que o pKa do voriconazol é 1,76
(CAPTISOL®, 2005), confirmando que o farmaco é uma base muito fraca e que

no pH da fase moével utilizada estd na forma néo ionizada.

Os parametros cromatogréficos avaliados para determinagdo das
condi¢oes analiticas foram: assimetria do pico, numero de pratos tedricos e fator
de capacidade. Além disso, foi considerado o tempo de corrida e o custo dos
reagentes, de modo que foi empregado metanol como solvente organico, em

funcéo de seu menor custo, se comparado a acetonitrila.

Sendo o voriconazol uma base fraca e pelo fato das colunas testadas nao
serem desativadas, adicionou-se trietilamina a fase mével. A amina fica adsorvida
aos grupos silandis livres da coluna, evitando que substancias de carater basico

interajam com estes grupamentos, e por consequéncia, diminui a assimetria do
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pico do analito (WATSON, 2005). A adicao de trietilamina elevou o pH da fase
aquosa para aproximadamente 11,0. Uma vez que as colunas empregadas
apresentam maior durabilidade na faixa de pH de 2,0 a 8,0 e que o voriconazol
é instavel em meio alcalino, ajustou-se o pH da fase aquosa para 6,0 antes da

mistura com a fase organica, com acido ortofosforico.

Os primeiros testes foram realizados com coluna C-18 e fases moveis que
consistiam em misturas de metanol e solugdo de trietilamina, em diferentes
proporcoes. No entanto, os fatores cromatograficos ndo foram satisfatérios,
sendo o tempo de corrida muito longo e o pico assimétrico. Substituiu-se a coluna
C-18 por C-8, que apresentou tempo de andlise e parametros cromatograficos
adequados.

5.3.2.1 Especificidade

Para ser considerado especifico, um método analitico deve demonstrar
que é capaz de separar e quantificar o analito de interesse em meio a excipientes
e produtos de degradacao (ICH, 2005).

A especificidade do método foi determinada pela analise de solucao
contendo os excipientes e pelos testes de degradacao forcada. Para tanto,
solugdes metandlicas ou o pd de comprimidos foram expostos a condicbes

exageradas dos fatores degradantes.

O detector de arranjo de diodos (DAD) é de particular importancia nos
estudos de estabilidade e de especificidade de métodos, uma vez que determina
a pureza de picos. Em toda a extensao de um pico, varios espectros de UV/visivel
sdo adquiridos. A pureza do pico pode ser monitorada pela comparacado dos
espectros ao longo do mesmo com o espectro de referéncia, no caso, o espectro
do apice do pico. Quanto mais proximo de 1,0 for o indice de pureza, mais puro é
o pico cromatografico (WATSON, 2005).
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Os resultados e as condicdes analiticas sao apresentados na Tabela 6 e
na Figura 18 sdo apresentados os cromatogramas obtidos apds a exposicao da

amostra as condicdes de degradacgao.

Tabela 6. Condicbes e resultados do estudo de degradacdo forcada realizada com
voriconazol como solucao metanolica ou como pd de comprimidos triturados.

Condicao Tempo % VCZ TR dos produtos de Pureza do

degradacéo (min) pico VCZ
Meio alcalino (NaOH 0,1 M, 25 °C) 30 min 235 2,6;3,1 1,0000
Meio &cido (HCI 0,1 M, 80 °C) 2h 888 2,6 0,9999
Meio neutro (agua, refluxo) 4h 99,0 2,6;3,0 0,9999
Meio oxidante (KMnQ,4 5%, 25 °C) 3h 83,3 2,5;3,0;3,4;4,6;7,7 1,0000
Calor (70 °C, po) 48 h 99,0 Nao detectado 1,0000
Calor e umidade (70 °C, 80% UR, po) 48 h 99,0 Nao detectado 1,0000
Umidade (75% UR, 25 °C, pé) 48 h 100,8  Nao detectado 1,0000
Luz UV (352 nm, solugéo) 72 h 99,0 N&o detectado 1,0000

VCZ: voriconazol; TR: tempo de retencao.

A andlise da Figura 18-1, na qual sdo apresentados os cromatogramas da
solucdo amostra (1A) e do placebo (1B), indicou que os excipientes dos

comprimidos nao interferem na quantificagao do voriconazol.

Os dados apresentados na Tabela 6 e a andlise dos cromatogramas
apresentados nas Figuras 18-2 a 18-6 indicaram que a condicdo mais adversa
para o voriconazol foi o meio alcalino, visto que o0 mesmo é rapidamente
degradado, mesmo em temperatura ambiente (Figura 18-2). Em meio &cido
(Figura 18-3) e meio neutro (Figura 18-4) também ocorre degradacdo, sendo

necessario, no entanto, aguecimento.
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Figura 18. Cromatogramas da solugdo metandlica de comprimidos de voriconazol (VCZ):
(1A) solugdo 100 pg/ml; (1B) solugao placebo; (2) degradagdo em meio alcalino (30
minutos); (3) degradagdo em meio &cido (2 h); (4) degradagao em meio neutro (4h) (5A)
degradacao em meio oxidante-amostra; (5B) branco da reacao de oxidagao (3h); (6) apos
exposicao a luz UV-A (72 h). Condigbes: detecgdo em 255 nm, coluna C-8 (Merck), fase
mével metanol: solugao de trietilamina 0,6%, pH 6,0 (1:1).
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O agente oxidante mais comumente empregado nos estudos de
degradacao forcada é o peréxido de hidrogénio. Deste modo, submeteu-se
solucdo do farmaco a acao de peroxido de hidrogénio 30% por 4 horas, a 60 °C.
Nao foram observados picos adicionais no cromatograma e o teor de voriconazol
aproximou-se de 100%. Buscou-se a oxidacdo com permanganato de potassio
5%, sendo que nesta condicdo foram visualizados varios picos de produtos de
degradagao e teor remanescente de aproximadamente 83% (Figura 18-5). Este
resultado nao era esperado, pelo fato do farmaco ser um alcool terciario. Foram
observados dois picos com tempos de retengdo semelhantes aos observados na
hidrélise em meio neutro, em condi¢ées de tempo e temperatura semelhantes,
porém com menor degradacgéo (1%). Podera ter ocorrido uma reacao de hidrolise,
favorecida pelos compostos gerados na reagao. A oxidagao do farmaco também é

relatada em dossiés emitidos pelo laboratério produtor (EMEA, 2005).

A exposicdo do farmaco em solugdo, a luz UV-A, induziu a um leve
decréscimo do teor, mas nao foram observados picos adicionais no

cromatograma (Figura 18-6).

O p6 de comprimidos triturados, exposto ao calor € a umidade, mostrou-
se estavel nas condi¢cbes estudadas: o teor manteve-se préximo a 100% e nao
foram observados picos extras nos cromatogramas (cromatogramas nao

apresentados).

Os cromatogramas apresentados permitiram verificar que o pico do
voriconazol ficou bem resolvido dos demais. A analise da pureza total dos picos
do voriconazol, realizada pelo detector de arranjo de diodos foi igual ou superior a
0,99 (Tabela 6), indicando que ndo ha outros compostos coeluindo com o
farmaco. O conjunto de resultados apresentado permitiu inferir a especificidade do
método desenvolvido. Observou-se, ainda, que os produtos de degradagdo do

voriconazol s&o mais polares que o mesmo.
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5.3.2.2 Linearidade

O estudo da linearidade do método foi realizado na faixa de 20 a 100
ug/ml, faixa que corresponde a 40 a 200 % da concentracdo usual de analise, a
partir da analise de 3 curvas padrdao. Na Tabela 7 sdo apresentados os valores

das areas observados para solu¢des da SQR do voriconazol.

Tabela 7. Areas absolutas das curvas padrio de voriconazol, obtidas através de CLAE,
realizadas em trés dias.

Concentracao Area absoluta’ Area absoluta média DPR
(ng/mi)

544430
20 549474 543426 1,31
536375

824184
30 840414 823938 2,01
807216

1099803
40 1104036 1095579 1,02
1082897

1367726
50 1403830 1386776 1,31
1388773

1667331
60 1680106 1672745 0,39
1670798

2209508
80 2219546 2197555 1,36
2163610

2761937
100 2776044 2750048 1,22
2712164

": cada valor representa a média de trés injecées, sendo o DPR entre injecdes < 2%.

A partir das areas absolutas médias foi construida curva padrdo, que
originou a equacao da reta, estabelecida através do estudo de regressao linear
pelo método dos quadrados minimos, bem como, o coeficiente de regresséao,

representados na Figura 19.
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A validade estatistica dos valores experimentais obtidos para a curva
padrao foi avaliada pela analise de varidncia (ANOVA), cujo resultado é
apresentado na Tabela 25, do Anexo 1. A ANOVA indicou que a regressao foi

significativa e ndo houve desvio de linearidade (p<0,05).

3000,0 -
2500,0 A
2000,0 -

1500,0 -

1000.0 7 y = 27569,82x - 923,70

r=0,9999

area absoluta x 103

500,0 -

0, 0 T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
concentracéo (ug/mL)

Figura 19. Representacao grafica da curva padrao de voriconazol, método por CLAE,
nas concentracoes de 20 a 100 pug/ml. Condigbes: detecgdo em 255 nm, coluna C-8
(Merck), fase mével metanol: solugao de trietilamina 0,6%, pH 6,0 (1:1).

5.3.2.3 Exatidao

A exatiddo do método por CLAE foi avaliada através do teste de

recuperacao, cujos resultados podem ser observados na Tabela 8. O percentual
médio de recuperacgao de 100,4%.
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Tabela 8. Exatidao do método por CLAE, determinada pelo percentual de recuperagéo de
SQR adicionada a solugdes dos comprimidos de voriconazol.

Amostra Nivel Concentracao Concentracao Recuperacao
(%) adicionada (ug/ml) recuperada (ug/ml) (%)
15,078 100,52
R1 70 15,00 15,082 100,55
15,086 100,57
30,555 101,85
R2 100 30,00 29,529 98,43
30,156 100,52
46,008 102,24
R3 130 45,00 44,190 98,20
45,319 100,71
Recuperacdo média (%) 100,40
DPR 1.3

R1, R2, R3: amostras acrescidas de SQR.

5.3.2.4 Precisao

A precisdo do método por CLAE foi determinada pelo estudo da
repetibilidade (precisado intra-dia) e da precisao intermediaria (precisao entre dias),
a partir de multiplas andlises do mesmo lote de comprimidos. A precisao foi
expressa como o desvio padrao relativo (DPR) de um conjunto de resultados. Os
valores de DPR foram de no méaximo 1,0% e o teor de voriconazol nos
comprimidos foi de 100,0% (Tabela 9).

Tabela 9. Resultados experimentais da precisdo intra-dia e entre dias do método por
CLAE, aplicado a comprimidos de voriconazol.

% do teor declarado

Amostra Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 98,37 98,74 100,10
2 98,81 98,81 100,18
3 99,01 98,97 100,72
4 99,78 99,82 100,97
5 100,15 100,04 101,02
6 100,89 101,44 101,37
Média intra-dia 99,50 99,64 100,73
DPR intra-dia 0,94 1,04 0,50
Média entre dias (n=18) 100,0
DPR entre dias 1,0
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Na Figura 20 sdo apresentados os cromatogramas obtidos nas analises

dos comprimidos.
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Figura 20. Cromatogramas da SQR de voriconazol (1) e de comprimidos de voriconazol,

100 ug/ml (2). Condigbes: detecgao em 255 nm, coluna C-8 (Merck), fase moével metanol:
solugao de trietilamina 0,6%, pH 6,0 (1:1).

5.3.2.5 Robustez

O estudo da robustez do método visa a demonstrar a confiabilidade da
analise quando o método é submetido a pequenas variagcbes e deve ser
considerada durante a fase de desenvolvimento do mesmo. Se a quantificagéo do
analito é susceptivel a pequenas variagbes analiticas, estas devem ser
cuidadosamente controladas e precaucdes devem ser incluidas no procedimento
de analise. No caso da CLAE, as variagbes recomendadas sao: influéncia do pH
da fase mdvel, influéncia de variagcbes na composicao da fase mével, diferentes
colunas (lotes e fornecedores), temperatura e fluxo (ICH, 2005; BRASIL, 2003b).

A robustez do método por CLAE foi determinada através de variagdes na
composicao da fase movel (pH e percentual de fase organica) e pelo estudo da
estabilidade de solugdes estoque da SQR e de solugbes de trabalho das
amostras. No primeiro caso, foi observado se ocorriam modificagbes nos
parametros cromatograficos, bem como, se o teor de amostras avaliadas em cada
condicdo sofria alteragcdées. No segundo caso, o teor das solugdes foi avaliado
periodicamente, a fim de estabelecer a validade das mesmas. Na Tabela 10 s&o
apresentados os resultados decorrentes das variagdes na fase mével.
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Tabela 10. Resultados do estudo de robustez do método por CLAE aplicado a
comprimidos de voriconazol.

Variacoes TR Assimetria Pratos Fator de Teor (%)/DPFid
tedricos capacidade

Fase movel original ® 8,5 1,44 2725 55 101,3/0,1
Proporcao de metanol: 47% e 11,3 1,31 3098 7,7 101,5/0,4
Proporcao de metanol: 53% e 6,4 1,64 2728 43 101,7/0,2
pH da fase aquosa: 5,0 ° 8,6 1,45 3042 5,6 100,9/0,2
pH da fase aguosa: 7,0 ° 8,4 1,45 3048 4,4 100,5/0,7

: metanol:solugéo de trietilamina 0,6 %, pH 6,0 (50:50, V/V).

®: pH da fase mével = 6,0.
Z: proporcao da fase organica e fase aquosa: 50:50, V/V.
‘n=2.

Verificou-se que em todas as condicoes empregadas os parametros
cromatograficos estiveram de acordo com as recomendacdes vigentes e que nao

houve discrepancia entre os teores observados.

A mudanca de uma unidade de pH em torno do pH original (6,0) nao teve
impacto sobre as caracteristicas do método, bem como, ndo originou a presenca
de picos extras. Isto indica que, na faixa de pH de 5,0 a 7,0 o voriconazol
encontra-se na sua forma nao-ionizada, o que esta de acordo com seu pKa, de
1,76 (CAPTISOL®, 2005).

As maiores alteracdes observadas foram nos tempos de retencao. A fase
mével contendo 47% de metanol determinou um tempo de eluicdo maior para o
analito. A fase movel contendo 53% de metanol pode prejudicar a resolugao entre
o voriconazol e os produtos de degradacao, se estiverem presentes, os quais, por
serem mais polares, apresentam tempos de retengdo menores do que o

voriconazol.

by

Em relagdo a estabilidade das solugbes estoque da SQR (500 pg/ml),
constatou-se que, sob refrigeracéo (4-7 °C), as mesmas permaneceram estaveis
por um periodo de, no minimo, 58 dias. O teor obtido ao término deste periodo foi
de 100,9% (DPR 0,35%) e nao foram evidenciados picos secundarios

(cromatogramas nao apresentados).
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Em relacdo a estabilidade das solugcbes de trabalho, verificou-se que as
mesmas mantiveram-se estaveis, mesmo expostas a luz natural, por, no minimo,
trés dias, visto que as variagdes entre as areas foram minimas (Tabela 11). Esta
informacao é importante, uma vez que muitos laboratérios dispdem cromatdgrafos
com injetores automaticos e a amostra pode ficar em solu¢ao por varias horas no

ambiente laboratorial, até o término da analise.

Tabela 11. Estabilidade das solugdes de trabalho (50 pug/ml), mantidas em temperatura
ambiente, ao abrigo ou expostas a iluminacao natural.

Tempo (dias)
Solucoes 0 1 2 3
Expostas a luz
Area® 1376777 1387739 1389361 1393035
DPR entre areas 0,19
Ao abrigo da luz
Area® 1367613 1372404 1366275 1376522
DPR entre areas 0,38

&: cada valor corresponde a média de trés injecdes, sendo o DPR entre injecdes < 2%.

5.3.2.6 Validade do ensaio

O método desenvolvido foi especifico, uma vez que permitiu quantificar o
voriconazol mesmo em presenca de produtos de degradacao e excipientes, o que
foi indicado pela pureza do pico do farmaco. Neste aspecto, o detector de arranjo
de diodos foi de fundamental importancia, pois permitiu verificar se compostos de
polaridade semelhante, como produtos de degradacao, nao estariam coeluindo

com o farmaco.

A andlise de regressdao linear forneceu a equacdo da reta
y = 27569,82x — 923,70, com coeficiente de correlagdo de 0,9999. A analise
estatistica (ANOVA) dos dados das curvas padrao indicou que o método é linear

na faixa de 20 a 100 pg/ml.

O método mostrou-se exato e preciso, uma vez que seu percentual de
recuperacdo meédio foi de 100,40% e os valores de DPR foram de
aproximadamente 1,0%. As condi¢cdes adotadas propiciaram analise com duracao

adequada (12 minutos), sendo 8,5 minutos o tempo de retencédo do voriconazol.
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Em relacdo a robustez do método, as alteracées no pH e no percentual
organico da fase movel nao provocaram alteragcdes importantes no teor obtido
pelo método. Pode-se afirmar que o pH da fase mével nao é fator critico para o
desenvolvimento do método, uma vez que nao foram observadas alteracbes
importantes na faixa de 5,0 a 7,0 unidades de pH. No entanto, pequenas
alteracdes no percentual de fase organica provocaram mudancas importantes no
tempo de retencao do farmaco, o que pode prejudicar a especificidade do método,
se produtos de degradacdo estiverem presentes. Os resultados da validacao
deste método foram publicados (ADAMS; BERGOLD, 2005) (Anexo 6).

5.3.3 Ensaio microbioldgico

No ensaio microbiolégico, a poténcia de um antifingico é estimada pela
comparagcdo da inibicdo do crescimento de um microrganismo sensivel,
provocada pela amostra e por uma substancia de referéncia. A amostra deve ser
diluida a mesma poténcia presumida que as solugbes padrdao (PINTO et al.,
2001).

De acordo com a USP 29 (2006), na maioria das vezes 0 ensaio
microbiolégico prevalece como método de referéncia quando ha duvidas a
respeito da perda de atividade. Embora os métodos microbiolégicos envolvam
muitas etapas e o numero de réplicas deva ser maior em virtude do erro intrinseco
do método, resultando em maior tempo de analise, eles podem indicar mudancas
ou caracteristicas sutis, ndo demonstraveis pelos métodos quimicos (USP 29,
2006). Este ensaio ainda tem como vantagens o emprego de equipamentos
simples e o0 uso de solventes aquosos, 0 que reduz a geracao de residuos

quimicos.

Foi desenvolvido para o voriconazol o ensaio 3x3, conforme descrito na
Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA, 1988) e na Farmacopéia Européia (Ph.
Eur., 2002). Neste delineamento, em cada placa de Petri sdo dispostas trés

concentracdes da SQR e trés concentragdes da amostra.
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Previamente a validacdo do ensaio microbiolégico, fez-se necessario o
estudo das condicdes analiticas para seu desenvolvimento. Os testes foram
iniciados pela definicado dos microrganismos teste. Por tratar-se de um antifungico,
optou-se pelo emprego de cepas padrao de Candida albicans e Sacharomyces
cerevisae, sendo que o ultimo forneceu crescimento mais homogéneo e halos de

melhor visualizagdo do que os produzidos com culturas de Candida albicans.

Para definicdo da concentracdo das solugdes, partiu-se de método
descrito na literatura por PEREA e colaboradores (2000), os quais desenvolveram
método microbiolégico para a determinagdo do voriconazol em plasma. Estes
autores empregaram cepa de Candida kefyr ATCC 46764 e a faixa de linearidade
do método foi de 0,25 a 20 ug/ml. Assim, foram testadas varias doses proximas a
estas, em escala geométrica, objetivando determinar intervalo de doses cujos
halos de inibicdo fossem proporcionais a concentragdo e com tamanho de
aproximadamente 13 a 24 mm (PINTO et al., 2000). As doses de 3,0; 6,0 e 12,0
ug/ml conduziram a formacao de halos de tamanho adequado e foram validadas

estatisticamente.

Em relacdo ao in6culo, foram avaliadas concentragdes de 0,5; 0,75; 1,0 e
1,5%. Observou-se que a concentracao de 1,0% produziu halos de facil leitura e
crescimento homogéneo em toda placa. Concentragdes inferiores produziram
halos com bordas pouco regulares e crescimento de colbnias isoladas e a

concentracao de 1,5% foi excessiva, o que originou halos pequenos.

Visando a reduzir o numero de etapas do método, avaliou-se o efeito da
camada superficie na visualizagcao dos halos. No sistema monocamada, emprega-
se apenas uma camada de meio de cultura, adicionada do in6culo. No sistema
bicamada, duas camadas de meio de cultura sdo sobrepostas: a inferior,
constituida apenas por meio de cultura, serve de base para a camada superior
(ou superficie), que contém o microrganismo disperso. Esta € adicionada a placa
somente apods a solidificacdo da camada inferior (ou camada base). Observou-se
que, no sistema bicamada, houve um contraste maior entre as zonas de

crescimento e de inibicdo, 0 que gerou halos mais nitidos. Ainda, com duas
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camadas os halos de inibicao foram menores. Tais observacdes estdo em acordo
com relatos da literatura (PINTO et al., 2001).

Usualmente, sao depositados 200 ul das solugbes em cada cilindro.
Observou-se que nesta condicdo, ao término da incubagdo, havia restos da
solugcéo no interior do cilindro, bem como, havia muita variagdo nos halos de
inibicdo, o que foi atribuido a difusdo variavel da solugdo. Optou-se por reduzir

para 100 ul, e nesta condicdo houve difusdao completa das solugdes.

Usou-se metanol como diluente inicial da amostra e da SQR, devido a alta
solubilidade do farmaco neste solvente. Porém, as diluicdes subseqlientes nao
devem ser feitas com solventes organicos, pois pode haver inibicado do
crescimento do microrganismo por acao do solvente. Quando as amostras foram
diluidas em tampao fosfato pH 5,0 os halos ficaram menos definidos. Nao houve
diferencas entre o resultado da amostra diluida em pH 6,0 e em pH 7,0. Optou-se
pelo tampao fosfato pH 6,0, para ndo haver tanto contraste com o pH do meio de
cultura, que é de 5,6. Deve-se ressaltar que o pH do diluente deve ser compativel
com o pH do meio de cultura e com a estabilidade e atividade da substancia em

analise.

5.3.3.1 Linearidade

De acordo com a Farmacopéia Brasileira (FARMACOPEIA, 1988) e com a
Farmacopéia Européia (Ph. Eur., 2002), para o delineamento escolhido (3x3), as
duas retas dose-resposta (padrao e amostra) devem ser paralelas e lineares em
toda a faixa de analise. A validade do ensaio € determinada pela andlise de
variancia, especifica para este ensaio, e engloba outros fatores além dos

rotineiramente avaliados na ANOVA.

Na Tabela 12 sao apresentados os valores dos halos de inibicao obtidos
frente as concentragbes de 3,0; 6,0 e 12 ug/ml, para as solugées da SQR e da
amostra. A Figura 21 representa placa obtida através do ensaio desenvolvido,

com os halos da SQR e dos comprimidos de voriconazol.
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A partir da média dos halos de inibicdo das solu¢des da SQR, para cada
concentracao, construiu-se a curva padrao e calculou-se a equacado da reta,
através do estudo de regressao linear, pelo método dos minimos quadrados
(Figura 22). A sobreposi¢ao das retas da SQR e da amostra ilustra o teor médio

encontrado pelo método matematico, que foi proximo a 100%.

Tabela 12. Diametro dos halos de inibicdo obtidos no ensaio microbiolégico — difusao em
agar, cilindros em placas — de comprimidos de voriconazol.

Concentracao Diametro do halo de Diametro médio (mm) DPR
(ng/ml) inibicdo (mm)*

P1 3,0 13,12 13,76 14,06 13,51 2,59
13,22 13,42 13,47

P2 6,0 18,23 17,38 17,75 17,73 1,60
17,61 17,62 17,80

P3 12,0 22,21 21,24 21,67 21,74 1,73
21,39 22,06 21,84

Al 3,0 13,21 13,56 13,89 13,46 1,83

13,36 13,27 13,47

A2 6.0 18,45 16,94 17,62 17,67 2,72
17,65 17,75 17,60

A3 12,0 22,19 22,31 22,53 22,00 1,81
21,65 21,53 21,81

*cada valor representa a média de seis halos de inibicao. (P) halos das solugdes da SQR,;
(A) halos das solu¢des amostra.
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Figura 21. Fotografia de placa obtida através do doseamento microbiolégico do
voriconazol. P1, P2, P3: voriconazol SQR na concentragéo de 3,0; 6,0 e 12,0 ug/ml; Af,
A2, A3: comprimidos de voriconazol em concentragdes presumidas de 3,0; 6,0 e 12,0
ug/ml, respectivamente. Condigdes: método de difusdo em agar — cilindros em placas,
Sacharomyces cerevisae ATCC 2601 como microrganismo teste, meio de cultura Agar
Sabouraud-dextrose 2%, incubacdo a 30 = 1°C/24 horas.
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Figura 22. Representacao grafica das curvas de voriconazol, para SQR e amostra, pelo
ensaio microbiolégico, difusdo em agar — cilindros em placas

A validade do ensaio microbioldgico foi avaliada pela analise de variancia
(Tabela 26 — Anexo 1), conforme preconizado pela FARMACOPEIA (1988).
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5.3.3.2 Exatidao

Na Tabela 13 sdo apresentados os resultados do teste de recuperacéo,
0s quais demonstram a exatiddo do ensaio microbiolégico do voriconazol em
comprimidos, visto que o percentual médio de recuperacdo foi de 100,92%. E
possivel observar ainda a grande sensibilidade deste método, visto que pequenas
variagdbes na concentracdo do farmaco (na ordem de 1 pg/ml) ja produzem

variagdes no halo de inibig&o.

Na Figura 23 é apresentada fotografia de uma placa, obtida no teste de
recuperacdo. Conforme descrito na segdo material e métodos, cada placa conteve
todas as solugdes em analise, de modo que cada placa foi uma réplica.

Tabela 13. Recuperacao da SQR de voriconazol adicionada a amostras de comprimidos
de voriconazol, pelo ensaio microbioldgico.

Amostra Nivel Concentracao Concentracao Recuperacao
(%) adicionada (ug/ml) recuperada (ug/ml) (%)*
1,2059 100,49
R1 70 1,2 1,1414 95,12
1,2106 100,88
3,0846 103,56
R2 100 3,0 3,1485 104,95
2,9522 98,40
4,8692 101,44
R3 130 4,8 4,8824 101,72
4,8806 101,68
Recuperagdo média (%) 100,92
DPR 2,82

R1, R2, R3: amostras acrescidas de SQR; ‘cada valor ¢ média de oito placas.
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Figura 23. Fotografia dos halos inibicdo obtidos no teste de recupera¢do do ensaio
microbiolégico do voriconazol. P1-3: solugdo da SQR (3,0; 6,0 e 12,0 ug/ml); A: amostra
(3,0 ng/ml); R1-3: amostra adicionada de SQR (4,2; 6,0; 7,8 ug/ml). Condi¢des: método
de difusdo em agar — cilindros em placas, Sacharomyces cerevisae ATCC 2601 como
microrganismo teste, meio de cultura Agar Sabouraud-dextrose 2%, incubacéo a 30 +
1 2C/24 horas.

5.3.3.3 Precisao

A precisao foi avaliada pelo ensaio de duas amostras independentes por
dia, em 3 dias diferentes (6 placas/ensaio), cujos resultados constam na Tabela
14. A maior dispersao dos resultados em relacdo aos métodos fisico-quimicos era

esperada, devido a variagao intrinseca do método.

Tabela 14. Resultados experimentais obtidos para o doseamento de comprimidos de
voriconazol, pelo ensaio microbiolégico.

E3

Poténcia (%)

Amostra Dia 1 Dia 2 Dia 3
1 101,54 102,47 103,14
2 102,50 97,07 98,78
Média intra-dia 102,02 99,77 100,96
DPR intra-dia 0,66 3,83 3,05
Média entre dias (n=6) 100,9
DPR entre dias 2,4

: cada valor é média de seis placas.
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5.3.3.4 Validade do ensaio

O método microbiolégico de difusdo em agar tem por finalidade a
avaliagdo da poténcia de antimicrobianos através do halo de inibicado formado
pela difusdo da solugcdo do farmaco em meio inoculado com microrganismo

sensivel a substancia em analise.

Diversos planejamentos sdo possiveis para os ensaios de difusdo em
agar. A USP 29 (2006) preconiza o planejamento 5x1, onde séo utilizadas cinco
concentracbes para o0 padrdo e uma para a amostra. Foi empregado o
planejamento 3x3, descrito na FARMACOPEIA (1988), que emprega trés
concentragdes para o padrdo e trés para a amostra.

Os resultados da ANOVA indicaram que o método é linear na faixa de 3
a 12 pg/ml, ja que foi obtida regressao linear significativa, bem como, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa nos itens desvio de paralelismo e
quadratico (FARMACOPEIA, 1988). Obteve-se a equacido da reta y = 13,6697x +
7,0229 e coeficiente de correlagao de 0,9999.

O ensaio desenvolvido foi preciso, tendo em vista os valores de DPR intra
e entre dias serem inferiores ao valor maximo permitido (5%, BRASIL, 2003b) e
exato, visto que seu percentual de recuperacéao foi de 100,92%.

Os resultados demonstraram que o ensaio microbiolégico constitui-se em
método alternativo para a determinacdo quantitativa do voriconazol em
comprimidos. Os resultados deste método, comparados aos do método
espectrofotométrico, foram publicados (ADAMS et al., 2006) (Anexo 6).

5.3.4 Analise comparativa dos métodos

Com o objetivo de estabelecer uma comparagcdo entre os métodos
propostos para quantificagdo do voriconazol em comprimidos, realizou-se analise
estatistica (ANOVA) dos resultados obtidos nos diferentes métodos. Os

resultados das determinagdes do teor de voriconazol em comprimidos através da
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espectrofotometria no UV, da CLAE e do ensaio microbiol6gico sdo apresentados
na Tabela 15.

Tabela 15. Teores percentuais obtidos no doseamento de comprimidos de voriconazol,
através da CLAE, da espectrofotometria no UV e do ensaio microbiol6gico.

CLAE uv Ensaio microbiolégico
Média (%) 99,9 100,5 100,9
DPR (%) 0,94 1,04 3,31
n 18 18 6

A andlise estatistica dos valores experimentais obtidos no doseamento do
voriconazol, realizada através da analise de variancia (ANOVA) é apresentada na
Tabela 27, do Anexo 1. Foi observado que nado ha evidéncias de diferenca
significativa entre os trés meétodos desenvolvidos, visto que o valor de “F”
calculado (1,8430) foi inferior ao “F” critico (3,2381), com nivel de confianca de

95%. Os métodos desenvolvidos, portanto, sdo intercambiaveis.

E importante ressaltar que existem diferengas inerentes aos proprios
métodos. Sendo assim, o método de espectrofotometria no UV € um método
simples, rapido, de baixo custo. Porém, se mostrou inespecifico quando
empregado na andlise de amostras degradadas (item 5.1.3). O método por CLAE
exige equipamento e solventes mais caros, maior treinamento, manutengdes
freqlentes, porém tem como vantagem sua especificidade. O ensaio
microbiolégico tem como vantagens o baixo investimento na aquisicao de
reagentes e equipamentos; porém, o nimero de etapas e o tempo de analise sdo
desvantagens. Sua grande vantagem consiste em determinar a atividade do
farmaco, através da inibicdo do crescimento do microrganismo estudado, o que
confere especificidade e possibilidade de emprego na analise de amostras

degradadas (ver item 5.6).

5.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Estabilidade de um produto farmacéutico pode ser definida como a

capacidade de uma formulagcdo em permanecer com suas caracteristicas
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quimicas, microbiolégicas, terapéuticas e toxicolégicas (KOMMANABOYINA;
RHODES, 1999).

Os estudos de estabilidade constituem parte do programa de
desenvolvimento de farmacos e representam uma das mais importantes areas no
registro de produtos farmacéuticos. Os resultados destes testes podem influenciar
as especificacdes, os limites e os métodos de andlise para o farmaco (SIMON et
al., 2004). Os mesmos visam a fornecer dados sobre como a qualidade de um
farmaco ou de um produto varia sob influéncia de fatores ambientais como
temperatura, umidade e luz, a fim de estabelecer um periodo de reteste para a
substancia ativa ou o prazo de validade para o produto acabado, bem como
estabelecer condigdes de estocagem (ICH, 2003).

De um modo geral, a instabilidade de um produto pode afetar a eficacia, a
seguranca ou a aceitabilidade de um produto pelo paciente. Em termos de
eficacia, o efeito mais evidente é a perda da poténcia do farmaco. Embora
existam excegdes, considera-se 90% do valor declarado como a poténcia ou teor
minimo aceitavel. Para alguns produtos, cujos produtos de degradagcdo sao
téxicos, mais importante do que a perda da poténcia é o acumulo destes. Um
exemplo sdo os farmacos de estrutura protéica, nos quais pequenas mudancas
estruturais podem causar um grande impacto na imunogenicidade
(KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).

Varios fatores podem afetar a estabilidade de um produto, incluindo a
estabilidade da substéancia ativa, potencial de interagcées entre os componentes
presentes na formulacdo, fatores ambientais (temperatura, radiagdes, umidade,
gases atmosféricos) pH, contaminagdo bacteriana, processo de producao, forma
farmacéutica, embalagem, condi¢des ambientais durante o transporte e o
armazenamento do produto, tempo entre a producdo e o uso pelo consumidor
(NUDELMAN, 1975; KOMMANABOYINA; RHODES, 1999). De todos os fatores
ambientais envolvidos na degradacdo de farmacos, a temperatura é o mais
importante e ndo pode ser controlada pela escolha da embalagem
(KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).
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A ICH determina a realizacdo dos seguintes estudos, para substancias
ativas e medicamentos, a fim de determinar o prazo de validade de farmacos e

formas farmacéuticas (ICH, 2003):

v Estabilidade de longa duragdo: as amostras sdo mantidas nas
condicoes previstas de estocagem (temperatura e umidade), pelo tempo proposto
como prazo de validade do produto. Visam a estabelecer o periodo de reteste ou
o prazo de validade do produto ou farmaco. Os medicamentos devem estar
contidos na embalagem prevista para dispensacao.

v’ Estabilidade acelerada: sdo empregadas condicdes mais drasticas de
temperatura e umidade, com o objetivo de aumentar a velocidade de degradagao
quimica ou mudancgas fisicas de farmacos e medicamentos. Visam a prever o
efeito de pequenos desvios nas condigdes ideais de armazenamento, que
poderdo ocorrer durante o transporte. Os medicamentos devem estar contidos na
embalagem prevista para dispensacgao.

v’ Testes de degradacao forcada: usados para estabelecer a estabilidade
intrinseca do farmaco. Sao realizados em condicdes mais severas do que as
usadas no estudo de estabilidade acelerada. Podem indicar os provaveis produtos
de degradacao, bem como validar o uso de um método analitico para andlise de
amostras degradadas. Consistem em submeter o produto a condi¢des drasticas
de temperatura, umidade, oxidacdo, e ampla faixa de pH. Os estudos de
fotoestabilidade estdo incluidos nos testes de degradacao forcada e consistem

em testes de degradacéo forgada e testes confirmatérios.

No Quadro 9 sao apresentadas as condi¢cdes experimentais estabelecidas
pela ICH para estudos de estabilidade. A legislacdo brasileira (BRASIL, 2005)
emprega temperatura de 30 £ 2 °C para o teste de longa duragdo e 40 = 2 °C
para o teste de estabilidade acelerada, Porém, recomenda o emprego de
atmosfera com umidade apenas em se tratando de embalagens semipermeaveis
(75 £5 % UR).
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Quadro 9. Condigdes experimentais para realizacdo de estudos de estabilidade de
farmacos e formulagdes que nao necessitam de refrigeracao (ICH, 2003).

Estudo Condicoes de estocagem Tempo de realizacao
Longa duracao 25+2°C/60+5%UR 12 meses
ou
30+2°C/65+5%UR
Intermediario 30+2°C/65+5%UR 6 meses
Acelerado 40+2°C/75+5 % UR 6 meses

Ha ainda, condi¢cbes especiais para produtos que devem ser estocados
sob refrigeracao ou em freezer (ICH, 2003; BRASIL, 2005).

Uma vez que o prazo de validade das preparagbes farmacéuticas
empregadas ja foi estabelecido pelo laboratério produtor, neste trabalho
realizaram-se testes de degradacgao forgada, visando a estabelecer a estabilidade
intrinseca do voriconazol. Parte dos testes foi realizada durante o estudo de
validacdo do método por CLAE (estabilidade quimica), cujos resultados foram

apresentados no item 5.3.2.1.

Em relagédo a estabilidade das formulagbes do voriconazol, foi avaliada a
estabilidade da formulagdo injetavel apds reconstituicdo e apds diluicdo em
diluentes recomendados pelo laboratério produtor, bem como a estabilidade dos

comprimidos frente a radiacao.

O método analitico escolhido para a andlise dos produtos submetidos a
degradagdo deve ser sensivel para detectar pequenas modificagbes na
concentragao do farmaco, bem como seletivo, para possibilitar a separacao entre
os produtos de degradagéao e o farmaco (ICH, 2003). Para tanto, empregou-se o
método por CLAE previamente validado, o qual demonstrou atender as exigéncias
acima descritas (ADAMS; BERGOLD, 2005).

5.4.1 Estabilidade fotoquimica

O fato de um farmaco absorver radiagdo na regiao ultravioleta ou visivel
do espectro eletromagnético significa que pode absorver energia suficiente para

quebrar uma ligacao na molécula. Deste modo, a propriedade de absorcéo é a
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primeira indicacao de que o farmaco é capaz de participar de um processo
fotoquimico que pode levar a sua decomposicao ou a decomposicao de outros
componentes da formulagédo (TONESSEN, 2004).

A avaliagcdo da fotoestabilidade, prevista nos estudos de degradacao
forcada (ICH, 2003), consiste em duas etapas: testes de degradacgao forgada e
testes confirmatorios (ICH, 1996).

O teste de degradacédo forcada envolve o farmaco isolado ou em
suspensao/solucédo, disposto em recipientes transparentes e quimicamente
inertes (ICH, 1996). Solugdes do farmaco sdo mais susceptiveis e particularmente
relevantes na compreensdao do comportamento do produto em solugdo. Podem
ser usadas varias condicdes de exposicao, que dependerao da fotossensibilidade
da substdncia e da intensidade das fontes de radiacdo empregadas
(MATTHEWS, 1999; TUNESSEN, 2004). Se nos estudos de degradacgéo forgada
ndao forem observados produtos de degradacdo, ndo sdo necessarios estudos
confirmatérios (ICH, 1996).

Os estudos confirmatorios sdo, normalmente, realizados de modo
sequencial, iniciando-se pelo produto totalmente exposto, o produto protegido
pela embalagem primaria e entdo pela embalagem secundéria. O teste deve ser
conduzido até que os resultados demonstrem que o produto esteja
adequadamente protegido da luz (TYUNESSEN, 2004; ICH, 1996).

Neste trabalho realizou-se o estudo de degradacado forcada, com a
amostra em solucao e em estado sélido. Quando em solugéo, as amostras foram
acondicionadas em cubetas, transparentes a radiagdo empregada. Em estado
solido, seguiu-se a recomendacgao da ICH (1996), que preconiza a dispersdo da
substancia ativa sobre material inerte, em camadas finas. Foram empregadas
duas fontes de radiac¢do: luz UV-C (254 nm) e luz UV-A (352 nm).

111



5.4.1.1 Estabilidade a luz UV-C (254 nm)

Ap6s 3 dias de exposicdo a luz UV-C, observou-se que houve
modificagdo na cor do farmaco de branco para amarelado e queda acentuada no
teor (Tabela 16). A temperatura no interior da camara manteve-se entre 25-30 °C

durante os 14 dias.

Tabela 16. Teores percentuais de voriconazol em estado solido, ap6s exposicdo a
lampada UV-C, obtidos através de CLAE.

Tempo (dias)

3 7 10 14
Teor (%) 83,85 76,51 74,68 70,31
DPR 0,40 3,03 0,17 2,38

n 3 3 3 3

A Figura 24-A apresenta o cromatograma do voriconazol apds exposicao
a luz UV-C em estado sdlido, por 14 dias. Além da queda no teor, foi possivel
observar a formagao de varios produtos de degradacado. Os teores determinados
nas amostras controle (exposicao simultanea, porém ao abrigo da luz) variaram
entre 98,79 a 99,99% (3° e 14° dia, respectivamente), indicando que o efeito

relatado deve-se exclusivamente a radiagéo.

O voriconazol, em solu¢gao metandlica, € rapidamente degradado. Logo,
as coletas para analise foram feitas em intervalos de tempo menores. Apds 1 hora
de exposicao, o teor encontrado foi de 62,2%. Houve a formagdo de outros

produtos de degradagao além dos observados em estado solido (Figura 24-B).

A fim de verificar se o revestimento dos comprimidos protege o farmaco
da luz, expds-se um comprimido a lampada UV-C por 14 dias. Diariamente, a face
voltada para a fonte luminosa era invertida, de modo que todas as superficies
fossem irradiadas. Simultaneamente, submeteu-se outro comprimido as mesmas
condicoes, porém protegido da luz. Apds 14 dias de exposicao, o teor encontrado
foi de 100,3% (Figura 24-C) e ndo foram evidenciados produtos de degradacao.
Considerando que o teor do farmaco em estado sélido, com o mesmo tempo de
exposicao, apresentou teor de 70,3%, o revestimento parece conferir protecao a
radiagdo UV-C, ainda que a area superficial do p6 seja maior.
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Figura 24. Cromatogramas do voriconazol exposto a luz UV-C. (A) Voriconazol em
estado sélido, 14 dias. (B) Voriconazol em solugcdo metandlica, 1 hora. (C) Comprimido
integro, 14 dias. Condicdes: detecgdo em 255 nm, coluna de fase reversa C-8 Merck,
fase mével metanol:solugao de trietilamina 0,6% pH 6,0 (1:1), fluxo 1ml/minuto.

5.4.1.2 Estabilidade a luz UV-A (352 nm)

Em estado sdélido, apds 14 dias de exposicéo, o teor de voriconazol na
amostra foi de 96,9% (Tabela 17). Nao foram evidenciadas alteracbes na cor do
farmaco nem picos extras no cromatograma (Figura 25-A). A temperatura no

interior da camara manteve-se entre 25 a 30 2C durante os 14 dias.

Tabela 17. Teores percentuais de voriconazol em estado sélido e em solugdo, apds
exposicao a lampada UV-A, obtidos através de CLAE.

Tempo (dias)

3 7 10 14

Estado sdlido
Teor (%) 99,01 97,86 97,01 96,86
DPR 0,42 0,76 0,79 0,34

Em solugéao

Teor (%) 99,04 98,32 93,01 93,47
DPR 1,25 0,72 0,70 2,88

n = 3 por dia.

A degradacdo do voriconazol em solugcado foi superior a amostra em
estado sélido. Apds 14 dias de exposicdo, o teor das solugdes foi de 93,47%
(Tabela 17, valores calculados considerando-se como 100% o teor nas amostras

controle). Foram observados trés picos de degradacao principais, em 2,6; 3,0 e
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6,1 minutos (o pico em 1,4 minutos se deve ao solvente) (Figura 25-B). Nas
amostras controle observou-se decréscimo no teor de voriconazol, bem como,
picos extras com tempo de retencao de 2,6 e 3,0 minutos. O teor nestas solucdes
variou entre 97,0 a 94,9% (3% dia ao 14° dia, respectivamente). Logo, apesar da
temperatura na camara ter permanecido inferior a 30 °C durante todo o
experimento, sugere-se que a degradacao ocorrida deva-se também a acao da

mesma.
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Figura 25. Cromatogramas do voriconazol exposto a luz UV-A, por 14 dias. (A)
Voriconazol em estado sélido. (B) Solugdo metandlica. Condicbes: detecgcdao em 255 nm,
coluna de fase reversa C-8 Merck, fase mével metanol:solucdo de trietilamina 0,6% pH
6,0 (1:1), fluxo 1ml/minuto, volume de injegéo 20 pl.

A Figura 26 apresenta um comparativo dos teores do voriconazol frente a
luz UV-A e UV-C. Os resultados das solugbes expostas a luz UV-C ndo séao
apresentados, pois devido a degradagao intensa, as mesmas foram avaliadas por

no maximo 1 hora.

Concluiu-se que o farmaco foi mais instavel em solugédo do que em estado
sélido e que o farmaco é mais sensivel a radiacao UV-C, o que era esperado, pois
esta radiacao, além de mais energética, coincide com o maximo de absorcéo do

voriconazol (255 nm). Constatou-se, através dos cromatogramas apresentados
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nas Figuras 24 e 25, que os produtos de degradacao formados diferem, em parte,
de uma radiagao para outra.
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Figura 26. Teor de voriconazol em solucbes e em estado sélido, apds exposicao a
radiagdo UV-A e UV-C, determinado por CLAE.

5.4.2 Estabilidade térmica

De todos os fatores ambientais envolvidos na degradacao de farmacos, a
temperatura € o mais importante e ndo pode ser controlada pela escolha da
embalagem (KOMMANABOYINA; RHODES, 1999).

Empregou-se temperatura de 60 °C, na tentativa de verificar a
estabilidade do voriconazol a desvios nas condigbes usuais de estocagem e
distribuicdo. O voriconazol, em estado sdlido, nestas condi¢ées, mostrou-se
estavel por periodo de, no minimo, 50 dias, que foi 0 prazo maximo avaliado. Os
teores obtidos sdo apresentados na Tabela 18 e o cromatograma da amostra aos
50 dias na Figura 27-A.
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Tabela 18. Teor percentual de voriconazol no pdé de comprimidos triturados, mantido a
60 °C, determinado através de CLAE.

Tempo (dias)

10 20 30 40 50
Teor (%) 101,2 100,5 101,2 100,6 101,2
DPR 0,25 1,1 1,9 1,6 0,6
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Figura 27. Cromatogramas do voriconazol, mantido a 60 °C. (A): em estado sélido, por
50 dias (B): em solugdo metandlica, por 21 dias. Condigdes: detecgdo em 255 nm, coluna
de fase reversa C-8 Merck, fase mével metanol:solugao de trietilamina 0,6% pH 6,0 (1:1),
fluxo 1ml/minuto, volume de injecéo 20 pl.

Em solugcdo, o farmaco foi degradado a compostos com tempo de
retencao de 2,6 e 3,1 minutos (Figura 27-B). Os teores obtidos nos diferentes dias
de analise estdo representados na Figura 28. O teor das solugdes no 212 dia foi
de 25,3%.

A associacao destes resultados com os obtidos na validagdo do método
por CLAE (robustez), no qual solugdes metandlicas mantidas em geladeira foram
estaveis por 58 dias, bem como com a degradagcdo observada nas amostras
controle expostas a radiagdo UV-A (teor de 94,9% apds 14 dias, em temperatura
de até 30°C) sugerem a instabilidade do farmaco a temperatura, quando o mesmo

estiver em solugao.
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Os resultados obtidos neste estudo corroboram a opcao do fabricante
pelas formas farmacéuticas disponiveis do voriconazol: comprimidos e

formulacdes de preparacao extemporanea (injetavel e suspensao oral).
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Figura 28. Teores percentuais de voriconazol em solugdes metandlicas, mantidas a
60 °C, analisadas por CLAE.

5.4.3 Comparacao dos produtos de degradacao

Através deste estudo buscou-se estabelecer a similaridade dos produtos
de degradacao majoritarios formados durante os estudos de estabilidade térmica,

quimica e de fotoestabilidade.

A comparagdo dos cromatogramas obtidos nas diferentes condigbes de
degradagcao mostrou que, em varias delas, dois compostos foram formados, com
tempos de retengdo em torno de 2,6 e 3,1 minutos. No Quadro 10 sao

sumarizados os resultados obtidos nos estudos de estabilidade.

Observou-se que as condicbes que provocaram a degradagdo mais

rapida do voriconazol em solugéao foram 0 meio basico e a radiagdo UV-C.

O préximo passo foi avaliar se as substancias que eluiram no mesmo
tempo de retengcao nas varias condi¢gdes adotadas eram similares. Esta anélise foi
realizada através do detector de arranjo de diodos, que permite averiguar a
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similaridade do espectro de UV de cada pico do cromatograma. Os picos de
referéncia foram os obtidos pela hidrélise basica. Os indices de similaridade,
obtidos pela sobreposicao dos espectros de UV dos picos dos produtos de

degradacao, constam nas Figuras 45 a 50 (Anexo 2).

Quadro 10. Quadro comparativo das condicdbes de degradagdo do voriconazol
empregados neste estudo e da formacdo dos produtos de degradagdo com tempo de
retencédo 2,6 e 3,1 minutos.

Condi¢ao de degradacao Tempo de TR TR vCz Figura
reacéo 26 min 3,1 min (%)*
Hidrélise basica — temp. ambiente 30 min D D 23 18-2
Hidrolise &cida — 80 °C 2h D ND 88 18-3
Hidrélise neutra — refluxo 4 h D D 99 18-4
Oxidagao — temp. ambiente 3h D D 83 18-5
Luz UV-A em estado soélido 14 dias ND ND 97 25-A
Luz UV-A, em solugao 14 dias D D 93 25-B
Luz UV-C, em estado sélido 14 dias D ND 70 24-A
Luz UV-C, em solugao 1h D D 62 24-B
Temperatura, 60 °C, em estado sélido 50 dias ND ND 100 27-A
Temperatura, 60 °C, em solugao 21 dias D D 25 27-B

TR:tempo de retengdo; VCZ:voriconazol; D:detectado; ND:n&o detectado; ®:concentragéo
aproximada

Para obtencao do indice de similaridade, os espectros sob comparagao
séo correlacionados, plotando suas absorvancias em intervalos de 1 nm. Deste
modo, calcula-se um coeficiente de correlacao entre os espectros. Sobreposicoes
perfeitas de espectros apresentam r? = 1,000, sendo considerados adequados
valores de r?> 0,995 (WATSON, 2005). Os resultados dos indices de similaridade
séo apresentados na Tabela 19.

A andlise dos dados apresentados permite inferir que a substancia
formada pela degradacao em meio basico do voriconazol, com tempo de retencao
de 2,6 minutos, foi formada em todas as condi¢gées, com excecado da radiagao
UV-C, em estado sélido. Do mesmo modo, a substancia com tempo de retencao

de 3,1 minutos foi formada em meio basico, oxidante e a 60 °C.
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Tabela 19. indice de similaridade dos picos de degradagdo com tempos de retencéo 2,6
minutos e 3,1 minutos, em comparagao com picos obtidos pela hidrélise basica.

Condicao de degradacao indice de similaridade
Pico TR 2,6 min Pico TR 3,1 min

Hidrélise basica .
Hidrolise acida 0,9995 ND
Hidrélise neutra 0,9983 0,9919
Oxidagao 0,9969 0,9984

Luz UV-A (solucao) 0,9993 0,9248

Luz UV-C (s6lido) 0,9713 ND

Luz UV-C (solugao) 0,9998 0,9903

60 °C (solugao) 1,0000 1,0000

ND: nao detectado.

Por haver pouca quantidade de SQR disponivel, os produtos de
degradacdo foram obtidos a partir dos comprimidos. Avaliou-se entdo a
interferéncia dos excipientes da formulagdo no processo de degradacéo,
submetendo-se a SQR e os comprimidos a hidrélise alcalina. A semelhanca dos
cromatogramas obtidos indicou que os mesmos produtos de degradacao sao
formados (cromatogramas nao apresentados). Logo, para o isolamento dos
produtos de degradacdo, solugcdes dos comprimidos foram expostas a
degradacéao, e a condicdo de degradacao foi a hidrélise basica, por ser a reacao

de degradacao mais rapida.

5.4.4 Estabilidade da forma farmacéutica injetavel

O injetavel apresenta-se como p6 para solugéo para infusdo. Inicialmente
o pd deve ser reconstituido com agua estéril para injecdo, de modo a obter
solugdo com 10 mg/ml de voriconazol. Esta solugdo deve ser diluida com

diluentes adequados, para somente entéo ser infundida no paciente (VFEND®).

A bula da formulacao injetavel apresenta a seguinte informacao:

VFEND® IV, p6 para solucdo para infusdo, é apresentado em frascos-
ampola para uso uUnico e qualquer solucdo ndo utilizada deve ser
descartada. (...) Se nao for utilizado imediatamente, o periodo e as
condicdes de armazenamento sdo de responsabilidade do usuéario e
normalmente nao deve exceder 24 horas quando armazenado a 2-8 °C, a
menos que a reconstituigdo e a diluicdo sejam realizadas em condig¢des
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assépticas controladas e validadas. A estabilidade fisica e quimica apos a
reconstituicdo foi demonstrada para 24 horas de 2 a 8 °C (VFEND®).

Considerando-se o alto custo do produto e o ajuste de dose baseado no
peso corporal, 0 que gera sobras do produto (Anexo 3), justificam-se estudos
mais aprofundados sobre a estabilidade do produto reconstituido e sobre a

estabilidade das solugdes para infusao.

5.4.4.1 Estabilidade do produto reconstituido

VFEND® IV ndo contém conservantes. Por este motivo, trabalhou-se em
condi¢Oes assépticas, a fim de evitar que contaminagdes microbianas pudessem

interferir na estabilidade quimica do medicamento.

Apbs reconstituicdo com agua estéril, a solugdo contendo 10 mg/ml de
voriconazol manteve-se estavel por, no minimo, 8 dias em temperatura de 4 a
8 °C, nao tendo sido observada redugéo no teor de substancia ativa durante esse
periodo (Figura 29). Vale lembrar que o fabricante recomenda seu uso em até 24

horas, se armazenada nestas condicoes.
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Figura 29. Estudo de estabilidade da solugdo reconstituida de voriconazol injetavel,
mantida sob refrigeracao (4-8 °C), analisada por CLAE.
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5.4.4.2 Estabilidade das solucoes para infusao

De acordo com o fabricante, a solugcao reconstituida pode ser diluida para
administracao intravenosa até concentracoes de 5 a 0,5 mg/ml, com os seguintes
diluentes: glicose 5%, cloreto de sédio 0,9 ou 0,45%, isolado ou associado a
glicose 5%; Ringer lactato, isolado ou em associagdo com dextrose 5%, glicose
5% em 20 mEq de cloreto de potassio.

Neste estudo, foram preparadas solugdes para infusdo de voriconazol
com 0,5 mg/ml, em cloreto de s6dio 0,9% e glicose 5%, por serem os diluentes
mais usados na preparagdo de misturas intravenosas em hospitais. Os mesmos
estavam contidos em bolsas flexiveis de cloreto de polivinila (PVC). Estas bolsas
apresentam varias vantagens em relagdo aos frascos plasticos rigidos, pois
consistem em sistema fechado, cujas paredes colabam sob pressao atmosférica e
permitem a administragdo continua do fluido, sem a necessidade de entrada de ar
no recipiente. Isto reduz a possibilidade de contaminagdo e de embolia. Além
disso, € possivel adicionar outros medicamentos durante a administragcao, sem a
exposicao do sistema ao ar externo. Ainda, estas embalagens sdo mais leves e
inquebraveis (MOORHATCH; CHIOU, 1974). Foram escolhidas para este estudo
por permitirem a retirada de aliquotas das solugdes periodicamente, sem a

introdugé@o de contaminantes.

As solugdes foram consideradas estaveis se mais que 90% da
concentracgao inicial fosse mantida. Embora existam excegodes, esta é considerada
a poténcia ou teor minimo aceitdvel. Para alguns produtos, cujos produtos de
degradacao sao toxicos, mais importante do que a perda da poténcia é o acumulo
destes (KOMMANABQOYINA; RHODES, 1999).

Verificou-se que as solugbes de voriconazol, diluidas em NaCl 0,9% e
armazenadas sob refrigeracdo sdo mais estaveis do que as mantidas em
temperatura ambiente. As solugbes armazenadas a 4 °C apresentaram teor
superior a 90,0% até 11 dias apés o preparo e 87,3% aos 21 dias. Em
temperatura ambiente, o teor de voriconazol, 48 horas apds o preparo, foi de
88,3% (Figura 30 e Tabela 28, Anexo 4).
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Figura 30. Estudo de estabilidade de solugdes para infusdo de voriconazol, diluidas em
cloreto de sddio 0,9%, mantidas em geladeira e em temperatura ambiente, analisadas por
CLAE.

As solugdes de voriconazol, diluidas em glicose a 5%, também nao foram
estaveis a temperatura ambiente. O prazo de validade das solugdes mantidas sob
refrigeragao foi de 9 dias e o teor aos 21 dias foi 88,0% (Figura 31 e Tabela 29,
Anexo 4). Observou-se que nao houve mudangas na coloracao e que as solugdes
mantiveram-se limpidas durante o tempo de avaliacdo, indicando a estabilidade

fisica das solugoes.
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Figura 31. Estudo de estabilidade de solucdes para infusdo de voriconazol, diluidas em
glicose 5%, mantidas em geladeira e em temperatura ambiente, analisadas pelo método
por CLAE.

Os cromatogramas obtidos no 21¢ dia de preparo das solugbes sob
refrigeracdo sdo apresentados na Figura 32. Apesar da diminuigdo no teor do
farmaco (87,3% em NaCl 0,9% e 88,0% em glicose 5%), ndo foram evidenciados

picos extras no cromatograma. Andlises pelo detector de arranjo de diodos
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informaram que, além do voriconazol, ndo havia outras substancias que
absorvessem em toda a faixa UV-visivel e que o pico do voriconazol estava puro.
(pureza do pico > 0,9999, em todas as bolsas avaliadas). Este dado confirma
também a especificidade do método para a formulagao injetavel.
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Figura 32. Cromatogramas das solugdes para infusdo de voriconazol em cloreto de sédio
0,9% e glicose 5%, no 212 dia ap6s o preparo, mantidas a 4 °C. (A): solucao para infusao;
(B): branco (cloreto de sédio 0,9% ou glicose 5,0%). Concentracao estimada: 50 pg/ml.
Condicoes: deteccdo em 255 nm, coluna de fase reversa C-8 Merck, fase movel
metanol:solugdo de trietilamina 0,6% pH 6,0 (1:1), fluxo 1ml/minuto, volume de injecéo
20 pl.

A fim de verificar se apds tempos superiores de armazenamento seriam
observados picos correspondentes a produtos de degradacao, foram analisadas
bolsas do farmaco diluido em glicose 5% (37 dias apo6s preparo) e cloreto de
sodio 0,9% (79 dias apds o preparo), ambas mantidas em temperatura ambiente
desde a preparacdo. Estas solugbes foram analisadas pelos trés métodos
desenvolvidos, a partir da mesma solugéo estoque, tendo sido observados teores
semelhantes pelo trés métodos empregados. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 20. Em ambas as solugdes, foi evidenciado apenas um pico extra, com
tempo de retencdo de 2,5 minutos, também evidenciado nos testes de
degradacéao forcada, mas cuja area nao é proporcional a queda da concentracao

do farmaco (cromatogramas nao apresentados).
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Tabela 20. Teores percentuais das solucdes para infusdo de voriconazol em cloreto de
sodio 0,9% (79 dias) e glicose 5% (37 dias), analisadas pelos métodos de CLAE,
espectrofotometria no UV e ensaio microbiolégico.

Amostra Teor percentual
CLAE* uv* Microbiolégico*
Glicose 5%, 37 dias 64,6 66,2 65,3
NaCl 0,9%, 79 dias 52,1 52,6 53,2

*Cada valor é média de duas determinagoes.

Estes resultados levaram a formulagdo de duas hipéteses: nas condigbes
testadas o voriconazol foi degradado a produtos que nao possuem grupamentos
cromoforos, ou o farmaco foi sorvido pelo polimero da bolsa flexivel, fato relatado
em varios trabalhos, que avaliaram a compatibilidade de farmacos com bolsas de
PVC (MOORHATCH; CHIOU, 1974; KOWALUK et al, 1981; IILUM;
BUNDGAARD, 1982; RAY et al., 1983; LACKNER et al., 1983).

A primeira hip6tese pareceu pouco provavel, tendo em vista o
conhecimento prévio do comportamento de degradagédo do voriconazol nas varias

condicdes estudadas neste trabalho.

Em relacdo ao processo de sorcéo, este pode ocorrer como resultado de
dois fendmenos: a adsorcao e a absorcao. A adsor¢ao € um processo usualmente
espontaneo, sendo que um estado de equilibrio é rapidamente atingido. A
absorcao resulta da penetracdo do soluto na matriz plastica, como resultado da
difusdo das moléculas do farmaco na matriz. Uma vez nesta, o soluto liga-se por
interagdes fisico-quimicas, como forgcas de Van der Waals ou ligacées de
hidrogénio, a sitios do polimero. Neste caso, a difusdo é considerada o passo
limitante da velocidade e, como resultado, o processo de absor¢do € mais lento e
envolve a captacado de quantias maiores do farmaco. Na maioria dos casos, a
quantia de farmaco adsorvido € insignificante quando comparado a quantia
absorvida (MOORHATCH; CHIOU, 1974).

A fim de confirmar esta hip6tese, removeu-se o conteudo total das bolsas
e as mesmas foram lavadas com sucessivas por¢coes de agua, tendo sido

reservada aliquota da dultima lavagem, para analise posterior. Em seguida,
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introduziram-se 20 ml de metanol nas bolsas, sendo que as mesmas
permaneceram em contato com o solvente, por 5 dias. Ap6s este periodo,
removeram-se aliquotas das bolsas e as mesmas foram analisadas por CLAE. Os
cromatogramas obtidos sdo apresentados na Figura 33. Concluiu-se que o
voriconazol foi sorvido pela bolsa de PVC, uma vez que o mesmo foi detectado
nas solucées metandlicas (Figuras 33-1A e 33-2A). O pico observado refere-se
exclusivamente ao que havia sido sorvido pela bolsa, uma vez que nos
cromatogramas das solucbes de lavagem ndo foram detectados picos do

voriconazol (Figuras 33-1B e 33-2B).
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Figura 33. Cromatogramas das solugdes obtidas apods contato das bolsas de PVC com
metanol por 5 dias. (1A) Solugdo metandlica, obtida de bolsa que continha voriconazol
em NaCl 0,9% (1B) Solugdo de lavagem aquosa da mesma bolsa. (2A) Solugao
metandlica, obtida de bolsa que continha voriconazol em glicose 5%. (2B) Solucéo de
lavagem aquosa da mesma bolsa. Condigbes analiticas: detecgdo em 255 nm, coluna de
fase reversa C-8 Merck, fase moével metanol:solucdo de trietilamina 0,6% pH 6,0 (1:1),
fluxo Tml/minuto, volume de injecao 20 pl.

O pH da solugéo tem efeito marcante sobre a sor¢cao de farmacos, visto
que a concentracdo do ion hidrogénio controla o percentual relativo do farmaco
ndo-ionizado, que €& a forma mais favoravelmente sorvida pelo plastico
(MOORHATCH; CHIOU, 1974; KOWALUK et al., 1981; LACKNER et al., 1983). O
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pH das solucdes, ao término do experimento, foi aproximadamente 4,3, no qual o
percentual da forma nao-ionizada do voriconazol € superior a 99,5%, calculado a
partir da equacao de Henderson-Hasselbach (BARREIRO; FRAGA, 2001).

O efeito da temperatura sobre o processo de sor¢dao também foi relatado
em trabalhos. Sugere-se que temperaturas mais elevadas provoquem aumento da
taxa de difusdo do soluto através da matriz plastica, resultando em aumento na
captagao do farmaco (MOORHATCH; CHIOU, 1974; LACKNER et al., 1983).

Face ao exposto, supde-se que tenha ocorrido absor¢ao do voriconazol,
preferentemente, que na forma n&o-ionizada € lipofilico e pode interagir com a
bolsa de PVC, processo também influenciado pela temperatura, o que justificaria
o percentual inferior de voriconazol nas bolsas mantidas a 25 °C. Nos frascos de
vidro, onde esta interagdo n&o ocorre, a concentragdo de voriconazol manteve-se
estavel pelo periodo avaliado (produto reconstituido). Este fato foi observado
também em solugdes de voriconazol preparadas em metanol e em agua, na
mesma concentracao das bolsas para infusdo, acondicionadas em frascos de
vidro e mantidas em temperatura ambiente. O teor das solucdes diluidas em
metanol, no 21° dia, foi de 101,5% e o teor das solucdes preparadas em agua foi
de 101,4%.

Outros fatores que podem interferir no processo de sorcao sao: diluente
empregado, a concentracdo do soluto, o coeficiente de particdo do farmaco e a
area da superficie de contato do farmaco com a bolsa de PVC (MOORHATCH;
CHIOU, 1974; KOWALUK et al., 1981; LACKNER et al., 1983).

Os resultados aqui obtidos diferem dos encontrados por HOPPE-TICHY e
colaboradores (2005), que relataram que solugbdes do farmaco em NaCl 0,9% na
concentragcdo de 2 mg/ml s&o estaveis por 32 dias. Em parte, assemelham-se aos
encontrados por SAHRAOQUI e colaboradores (2006), que relataram prazo de
validade de 8 dias para solugdes do farmaco em NaCl 0,9% (mantidas a 4 °C ou
25 °C) e de 6 dias para solugdes em glicose 5% (mantidas a 4 °C). Talvez a
diferenca encontrada deva-se a concentragcdo do farmaco nas solugdes, que em
ambos os estudos foi de 2 mg/ml, ao passo que neste estudo foi de 0,5 mg/ml.

Outra possibilidade pode ser diferengas nos polimeros que compdem as bolsas,
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visto que nos estudos relatados foram empregadas bolsas constituidas por
poliolefinas, isentas de PVC. CADROBBI e colaboradores (2006) atribuiram
estabilidade de 15 dias para solugdes de voriconazol em glicose 5%, em bolsas
de PVC, na concentracdo de 4 mg/ml, sob refrigeracdo, resultado que se
assemelha ao aqui relatado. Cabe ressaltar que o laboratério produtor ndo faz
nenhuma ressalva quanto a incompatibilidade do voriconazol com bolsas de PVC,

as quais, por seu menor custo, sdo as mais rotineiramente empregadas.

Este estudo indicou que, tanto o produto reconstituido, quanto as bolsas
para infusdo podem ser usadas por periodos superiores aos indicados pelo
laborat6rio produtor. Transpondo estes resultados para a pratica corrente em
hospitais, o alto custo deste medicamento justificaria sua manipulagdo em
centrais de preparacdo de misturas intravenosas, em condicbes assépticas
validadas, ao invés da preparacdao em unidades de enfermagem. Deste modo, a
estabilidade microbioldgica estaria garantida, o que, associado ao resultado aqui
encontrado, permitiria 0 uso das solugdes por periodos de, no minimo, 8 dias,

desde que mantidas sob refrigeracao.
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5.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA DO PRODUTO SUBMETIDO A
DEGRADACAO

A fim de avaliar se os produtos de degradacao do voriconazol possuem
atividade antifungica, solucées da SQR degradadas foram analisadas pelos 3
métodos desenvolvidos. As condicdes escolhidas para degradacdo foram
hidrélise basica e exposicao a luz UV-C, por serem as mais adversas ao farmaco
e também porque pela radiagdo UV-C ha formag&o de varios produtos de
degradacao.
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As mesmas solucdes (1mg/ml) foram submetidas as seguintes condicdes:
hidrélise basica por 15 minutos e luz UV-C por 1 hora. Apds a reacao, as solucoes
foram diluidas com solventes adequados e analisadas pelos métodos por CLAE,
espectrofotometria no UV e ensaio microbioldégico. Os teores obtidos sao

apresentados na Tabela 23.

Tabela 23. Teores obtidos no doseamento de solugbes da SQR do voriconazol
submetidos & hidrélise basica (NaOH 0,1 M/15 minutos) e radiagdo UV-C (1 hora).

Teor (%)
Condicéao de CLAE* Microbiolégico* Espectrofot.UV*
degradacéo
Hidrélise basica 36,5 34,2 158,5
Luz UV-C 62,2 65,7 88,9

*cada valor é média de 3 determinagdes.

A semelhanca entre os teores obtidos nos métodos por CLAE e
microbiolégico demonstrou que os produtos de degradagcdo do voriconazol nao
possuem atividade antifungica. Os altos teores observados no método
espectrofotométrico confirmam sua falta de especificidade na analise de amostras
degradadas, uma vez que os produtos de degradacdo absorvem intensamente

proximo a 255 nm, comprimento de onda da analise.

Na Figura 44 sao apresentados os halos de inibicdo formados apéds
exposicao a radiagdo UV-C, onde é possivel observar diminuigcdo no tamanho dos
halos da amostra degradada. Os halos da amostra degradada (AD, concentracao

tedrica 10 ug/ml) sdo semelhantes ao halo P2 (SQR, 6 pg/ml).

Nas duas condicbes de degradacdo, o produto majoritario formado
corresponde ao produto de degradacao isolado e identificado (PD1), o qual
mantém em sua estrutura o anel triazélico. Estudo realizado com farmacos desta
classe indicou que o centro estereogénico na posicao 7 (C-OH no voriconazol e
C=0 no PD1) é necessario para o encaixe no centro estereogénico do alvo
enzimatico (citocromo P4s0). A comparacdo entre enantibmeros e sua forma
racémica também indicou diferengas nas concentragdes inibitérias minimas, o que

foi relacionado a diferengas na solubilidade das mesmas, o que poderia impedir a
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penetracdao na membrana do fungo (BARTROLI et al., 1998). Logo, a presenca do
centro estereogénico do voriconazol e que inexiste no PD1 parece ser

fundamental para a atividade antifingica.

Figura 44. Doseamento microbioldgico do voriconazol degradado por luz UV-C. P1, P2,
P3: SQR de voriconazol em concentragdes de 3,0; 6,0 e 12,0 ug/ml., respectivamente.
AD: solugdo de SQR apos exposigao a luz UV-C, por 1 hora, em concentragao teérica de
10 ug/ml. Condigbes: método de difusdo em agar — cilindros em placas, microrganismo
teste Sacharomyces cerevisae ATCC 2601, meio de cultura Agar Sabouraud-dextrose
2%, incubacgéao a 30 = 1°C, por 24 horas.
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6. CONCLUSOES
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Em relacdo aos métodos analiticos desenvolvidos:

e Os métodos qualitativos desenvolvidos (CLAE, CCD e
espectrofotometria no UV), possibilitaram a identificacdo do voriconazol na forma
farmacéutica comprimidos, sendo que os métodos por CLAE e CCD foram
apropriados para a identificacgdo do farmaco em presenca de produtos de

degradacao.

e O método de doseamento por espectrofotometria no UV demonstrou
ser exato, preciso e linear, para a quantificagdo do voriconazol em comprimidos.
No entanto, ndo € adequado para a analise de amostras que contenham produtos
de degradacado. Pode ser recomendado para analise durante o processo de

fabricagdo ou nos ensaios de dissolucao.

e O método por CLAE desenvolvido demonstrou ser exato, preciso,
especifico, linear e robusto, sendo adequado para a quantificacdo do voriconazol
em comprimidos e para ser empregado em estudos de estabilidade;

e O ensaio microbioldégico — método de difusdo em agar, cilindros em
placa — apresentou-se exato, preciso, linear e especifico para a quantificagcdo do
voriconazol em comprimidos, mostrando-se especifico para amostras que

contenham produtos de degradacéo;

e A analise estatistica dos métodos por CLAE, espectrofotometria no UV
e ensaio microbiolégico indicou que nao ha evidéncias de diferenga significativa
entre os teores médios encontrados pelos trés métodos. No entanto, apenas os
métodos de CLAE e ensaio microbiolégico sdo apropriados para a andlise de
amostras degradadas.

Em relacdo ao estudo de estabilidade do voriconazol:

e \Verificou-se que o voriconazol é rapidamente degradado em meio
alcalino, sendo também instavel em meios acido, oxidante e neutro, porém
apenas pelo emprego de condigdes mais drasticas.

e Observou-se que o farmaco é estavel em estado sélido (teor 101,2%

aos 50 dias) e instavel em solucao (25,3% em 21 dias), na temperatura avaliada
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(60 °C). Em relacao a fotoestabilidade, fator importante de degradacao de outros
farmacos da classe dos imidazéis, o voriconazol é instavel frente as duas
radiacdes testadas, sendo que a radiagdo UV-C é mais deletéria para o farmaco,
tanto em solucao (teor 62,2%, apods 1 hora) quanto em estado sélido (teor 70,3%,
em 14 dias). A exposicdo a radiagdo UV-A provocou decréscimo menos
acentuado no teor, que foi maior na amostra em solucao (teor 93,5% em solucao
e 96,9% em estado solido, em 14 dias).

e Apesar da instabilidade a radiagdo UV-C em estado sdlido, a
formulacdo dos comprimidos manteve-se estavel nesta condicdo, indicando que

nao ha risco de degradacao dos comprimidos frente as radiagdes.

Em relacdo a estabilidade da preparacdo extemporanea injetavel:

e O prazo de validade da solugao reconstituida de 24 horas, proposto

pelo laboratério produtor, pode ser estendido para oito dias.

e Os resultados indicam que as solugdes para infusdo do voriconazol
em cloreto de sédio 0,9% ou glicose 5%, preparadas em bolsas de PVC, devem
ser administradas logo apdés sua preparacdo, se mantidas em temperatura
ambiente. Sob refrigeracédo, sdo estaveis por 11 e nove dias, respectivamente.
Observou-se que a queda no teor ocorre pela adsor¢ao e/ou absorg¢édo do farmaco
pelas bolsas de PVC e ndo em decorréncia de sua degradagao.

Em relacdo ao isolamento e identificacdo do produto de degradacao

e Analises realizadas pelo detector de arranjo de diodos indicaram que
em praticamente todas as condi¢cées empregadas no estudo de estabilidade, dois

produtos majoritarios sdo formados.

e Apos isolamento por CLAE preparativa, e dessecagcao em evaporador
rotatério, um dos produtos foi degradado. Desta forma, apenas o produto de
degradacdo denominado PD1 foi identificado por espectroscopia de RMN de 'H e
de *C, espectrometria de massas e espectrofotometria no infravermelho. A
estrutura proposta corresponde a 1-(2,4-difluorfenil)-2-(1H-1,2,4-triazol-1-il)-1-

etanona.
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e Através do doseamento de amostras degradadas pelo ensaio
microbiolégico, verificou-se que os produtos de degradacao do voriconazol nao

apresentam atividade antifungica.
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7. CONSIDERACOES FINAIS
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Atualmente, métodos analiticos validados constituem-se em exigéncia dos
orgaos reguladores para obtencdo de registro de medicamentos. No entanto,
geralmente estes métodos nao sao divulgados pelo laboratério produtor do
medicamento, fato que vem dificultar a averiguacdo da qualidade de produtos

comercializados.

A importancia do voriconazol como agente terapéutico no tratamento de
infeccbes fangicas invasivas, a inexisténcia de métodos voltados a sua
determinacdo em formas farmacéuticas e as escassas informacdes relativas a
sua estabilidade, motivaram o desenvolvimento de estudos que viessem a
preencher estas lacunas, objetivo deste trabalho.

Os meétodos quantitativos desenvolvidos e validados (CLAE,
espectrofotometria no UV e ensaio microbiol6gico) originaram as seguintes
publicacdes, que foram as primeiras a relatarem métodos voltados a quantificagao
do voriconazol em comprimidos e que sao apresentadas no Anexo 6:

ADAMS, A. I. H., BERGOLD, A. M. Development and validation of a high
performance liquid chromatographic method for the determination of voriconazole
content in tablets. Chromatographia, v.62, p.429 - 434, 2005.

ADAMS, A. I. H., STEPPE, M., FROEHLICH, P. E., BERGOLD, A. M. Comparison
of Microbiological and UV-Spectrophotometric Assay for Determination of
Voriconazole in Tablets. Journal of AOAC International, v.89, p.960 - 965, 2006.

No estudo de estabilidade, foi possivel verificar as condigdes que
provocam a degradacado mais intensa do farmaco, sendo elas o meio alcalino e
radiacdo UV-C. Por sua instabilidade em meio alcalino, sugere-se que solucdes
do farmaco permanecam em contato com solugbes basicas previamente ao
descarte, a fim de evitar o desenvolvimento de resisténcia dos microrganismos
sensiveis. Os resultados obtidos no estudo da estabilidade da formulagao
injetavel indicaram que os prazos de validade informados pelo laboratério
produtor podem ser estendidos. Artigo que apresenta os resultados deste estudo
foi submetido ao periddico The Annals of Pharmacotherapy.
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Através do ensaio microbiolégico de amostras degradadas, que contém
como produto majoritario o produto de degradacéo isolado e identificado (PD1),
verificou-se que os produtos de degradacdo do voriconazol ndo tém atividade
antifungica. Sendo assim, cuidados em relacdo a temperatura e luz devem ser

tomados no armazenamento de solugbes do farmaco.
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Tabela 24. Analise estatistica (ANOVA) das absorvancias determinadas para obtencao
da curva padrdo do voriconazol por espectrofotometria no UV.

Soma de Quadrado
Fontes de variacao GL quadrados médio F calc. F tab.
Entre 6 0,17703295 0,02950549 4589,74* 2,85
Regresséao 1 0,17700715 0,17700715 27534,44* 4,60
Desvio de linearidade 5 0,00002581 0,00000516 0,80 2,96
Dentro 14 0,00009000 0,00000643
Total 20 0,17712295

*: significativo para p < 0,05.

Tabela 25. Analise de variancia (ANOVA) das areas absolutas obtidas para as curvas

padréo de voriconazol, por CLAE.

Fontes de variacao GL Soma de Quadrado F calculado F tabelado
quadrados médio
Tratamentos 6 1,088215.10"  1,813693.10" 4482 4* 2,85
Regressao 1 1,088022.10" 1,088022.10"  26889,7* 4,60
Desvio de linearidade 5 1,935289.10°  3,870578.10° 0,96 2,96

5,664738.10°
1,088782.10"°

Erro 14
Total 20

4,046242.10°

*: significativo para p < 0,05.

Tabela 26. Andlise de variancia dos dados experimentais do ensaio microbiolégico do
voriconazol em comprimidos, pelo método de difusdo em agar - cilindros em placas.

Fontes de variagao GL Soma de quadrados Quadrado médio F calc F tab
Preparagao 1 0,025 0,025 0,21 4,20
Regressao 1 421,849 421,849 3595,17* 4,20
Desvio de paralelismo 1 0,150 0,150 1,28 4,20
Quadratico 1 0,004 0,004 0,04 4,20
Diferenga de quadratico 1 0,060 0,060 0,51 4,20
Entre doses 5 422,089 84,418 719,44 2,60
Entre placas 5 1,044 0,209 1,78 2,60
Dentro (erro) 25 2,933 0,117 - -
Total 35 426,066 - - -

*: significativo para p<0,05.
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Tabela 27. Andlise de variancia dos resultados experimentais do doseamento do
voriconazol em comprimidos, pelos métodos por CLAE, espectrofotometria no UV e
ensaio microbiolégico — método de difusdo em agar, cilindros em placa.

Fonte de variacado GL Soma de quadrados Quadrado médio Fcalc. Fcritico*
Entre grupos 2 5,900946 2,950473 1,2891 3,2381
Dentro dos grupos 39 89,25964 2,288709 ... .
Total 41 95,6059 ...

*significativo para p < 0,05.
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225 240 275 300 325
nm

& Similarity ¢ Purity © Peak profile

Spectrum Similarity

Spectrum Mame | Larmbda Mazx | Min | Similarity |

HFile: P hig bésica zpo 245 ) 219 1.0000
—File: PL hid dcida.zpc 2451 219 0,9995
File: PO hid meio neutro.spo 245 [ 219 10,9933

Figura 45. indice de similaridade dos picos de degradacéo com TR de 2,6 minutos (PD1),
obtidos através de hidrélise basica, hidrélise acida e sob refluxo.

Wavelength: 210 nm - Amplitude: 188379 mAl

225 250 275 300 325
nm

& Similarity " Purity © Peak profile

Spectrum Similarity

Spectrum Mame | Lambda Max | Min | Sirnilarity |

HFile: D1 hid basica.spe 245/ 219

1.0000
File: PD1 calorem solugdo.spe 244 [ 219 1.0000
—File: PO oxidagdn.spe 245 [ 220 09969

Figura 46. indice de similaridade dos picos de degradacdo com TR de 2,6 minutos (PD1),
obtidos através de hidrélise béasica, calor e oxidagao.
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Cwetlaid Spectra

250 300 350
I

= Similarity  Purity € Peak profile

Spectrum Similarity

Spectrum Mame | Lambda Max | Min | Sirnilarity |
HFile: PO hid basica.spe 245 1 219 1.0000

= File: P01 luz Uv-C solucdo.spc 245 | 272 10,9993

= File: PO luz Uv-A solucdo. spo 244 [ 215 10,9993

= File: P01 luz U-C sdlido.spc 245 | 223 09713

Figura 47. indice de similaridade dos picos de degradacdo com TR de 2,6 minutos (PD1),
obtidos através de hidrolise basica, luz UV-C em solugdo e em estado sélido e luz UV-A

em solucao.

Wavelength: 3399382 nm - Amplitude: 0.307 mad

225 250 275 300 325
nm

& Similarity © Purity € Peak prafile

Spectrum Similarity

Spectrum Mame I Lambda Max | Min | Similarity
HFile: PDZ hid basica.spe 25z 1219 1.0000
File: PD2 hid meio neutro.spc 251 j 223 0.9919

Figura 48. indice de similaridade dos picos de degradacéo com TR de 3,1 minutos (PD2),
obtidos através de hidrélise basica e hidrélise em meio neutro.
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250 300 350

nm
& Similarity ¢ Purity © Peak profile
Spectrum Similarity
Spectrum Mame | Lambda Max | Min I Similarity I
HFile: POz hid basica.spc 252 1 219 1.0000
File: PD2 calor em solugdo.spc 252 [ 219 1.0000
File: PD2 oxidacdo.spo 252 |1 275 0.9934

Figura 49. indice de similaridade dos picos de degradacdo com TR de 3,1 minutos (PD2),
obtidos através de hidrélise basica, calor e oxidacéo.

750 300 350
I

& Similarity " Purity © Peak profile

Spectrum Similarity

Spectrum Mame I Lambda Max | Min I Similarity

HFile: PD2 hid basica.spc 252 |1 219 1.0000
File: PD2 luz UY-C em solugdo 1h.spc 251 f 280 0.9903

— File; PD2 luz IV-A solugdo.spo 250 ) 216 0.9248

Figura 50. indice de similaridade dos picos de degradacdo com TR de 3,1 minutos (PD2),
obtidos através de hidrélise béasica, Luz UV-C (em solugao) e luz UV-A (em solucao).

171



235 250 275 300
nrm

325

& Similarity ¢ Purity € Peak profile

Spectrum Similarity

Spectrum Mame

| Lambda Max | Min | Simnilarity: |
HFile: PD1 hid basica.spe 245 1 219 1.0000
File: PD1 CLAE semipreparspec 240 215 10,9947

Figura 51. indice de similaridade dos picos de degradacéo relativos ao PD1 com TR de
2,6 minutos (CLAE analitica) e 13,7 minutos (CLAE semipreparativa).

225 250 275 300
nm

325

& Similarity ¢ Purity € Peak profile

Spectrum Similarity

Speckrum Mame

I Lambda Max | Min I Similariky I
E 1 File: POZ hid bésica.spc 25z 1219 1.0000
— File: PDZ2 CLAE semiprep.spc 251 ) 218 0.9978

Figura 52. indice de similaridade dos picos de degradacdo relativos ao PD2 com TR de
3,1 minutos (CLAE analitica) e 16,0 minutos (CLAE semipreparativa).
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750 300 350
I

=" Similarity ¢ Purity € Peak profile

Spectrum Similarity
Spectrum Mame | Lambda Mazx | Min | Similarity
FSFile: PO1 hid basica.spc 2451 219 1.0000
— File: PD'1 antes dessecacdo,spo 2451 219 0.99399
— File: PD1 apds dessecacdo.spc 244 1 219 0.9937

Figura 53. indice de similaridade da fracdo PD1 coletada por CLAE semipreparativa,
antes e apds dessecacdo em evaporador rotatério, comparada com pico de referéncia

(PD1 hidrélise basica).

950 300 350
m

" Similarity € Purity © Peak profile

Spectrum Similarity

Spectrum Mame I Lambda Max | Min I Simnilarity
HFile: FOZ hid basica.spe 252 | 219 1.0000
—File: POZ antes dessecagdo.spc 252 [ 218 0.9937
— File: PDZ apds dessecacdo.spc 211 j 232 0.6606

Figura 54. indice de similaridade da fragdo coletada por CLAE semipreparativa, antes e
apoés dessecacdao em evaporador rotatério, comparada com pico de referéncia (PD2

hidrélise basica).
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INSTRUCOES PARA ADMINISTRACAD

Viend® IV (voriconazol) pd para solugdo para infusdo, & apresentado em frasco-ampola
para uso unico e qualquer solugdo nao utilizada deve ser descartada. O conteudo do frasco
deve ser reconstituido com 19 mL de agua para injetaveis, obtendo uma solugdo cristalina
contendo 10 mg/mL de voriconazol & um volume extraivel de 20 mL. Descarte o frasco-
ampola de Vfend® IV caso o vacuo ndo empurre o diluente para dentro do frasco. Antes da
administracio, o volume de solucdo reconstituida (vide tabela adiante) deve ser adicionado

a um diluente de infusio compativel,

recomendado a seguir,

para produzir,

quando

apropriado, uma solugao final de Viend® IV, equivalente a 0,5-5 mg/mL de voriconazol.

Volumes Requeridos da solugdo reconstituida de Viend® IV 10 ma/mL

Volume da Solugdo Reconstituida de Vfend® IV (10 mg/mL)
necessaria para:
Peso Corporal (kg) Dose de 3 mglkg Dose de 4 mg/kg Dose de 6 mg/kg
(numero de (nimero de (ndamero de

frascos-ampola) frascos-ampola) frascos-ampola)
30 89.0mL (1) 12 mL (1) 18 mL (1)
35 10,5 mL (1) 14 mL (1) 21 mL (2)
40 12,0 mL (1) 16 mL (1) 24 mL (2)
45 13,5 mL (1) 18 mL (1) 27 mL (2)
50 15,0 mL (1) 20mL (1) 30mL (2)
b5 16,5 mL (1) 22 mL (2) 33mL (2)
&0 18,0 mL (1) 24 mL (2) 36 mL (2)
65 19,5 mL (1) 26 mL (2) 39 mL (2)
70 21,0 mL (2) 28 mL (2) 42 mL (3)
75 225 mlL (2) 30 mL (2) 45 mL (3)
80 24 0mlL (2) 32 mL (2) 48 mL (3)
85 255 mL (2) 34 mL (2) 51 mL (3)
a0 27.0mL {2) 36 mL (2) 54 mL (3)
95 285 mL (2) 38 mL (2) 57 mL (3)
100 30,0 mL (2) 40 mL (2) 60 mL (3)

VFEND® |V, PO PARA SOLUCAD PARA INFUSAD, APOS RECONSTITUICAD E DILUICAD, DESTINA-SE A
ADMINISTRACAC POR INFUSAO INTRAVENOSA. VFEND® IV NAO DEVE SER ADMINISTRADO COMO
INJEGAD EM "BOLUS" OU INJECAC INTRAMUSCULAR.

RECOMENDA-SE QUE VFEND® IV, PO PARA SOLUCAD PARA INFUSAD, SEJA ADMINISTRADO A UMA
VELOCIDADE DE INFUSAD MAXIMA EQUIVALENTE A 3 mg/kg POR HORA, DURANTE 1 A 2 HORAS.
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Tabela 28. Teores percentuais de voriconazol em bolsas para infusdo com cloreto de
sodio 0,9%, mantidas em geladeira e em temperatura ambiente, analisadas por CLAE.

Temperatura Tempo (dias)
0 2 4 7 9 11 14 21
20-25 °C Teor (%) 100 88,3 83,2 76,4 75,2 76,0 71,6 63,6
DPR ... 1,4 1,3 0,9 1,8 1,7 1,2 3,8
4-8 °C Teor (%) 100 92,3 91,7 91,7 91,2 91,5 89,1 87,3
DPR 1,25 1,4 0,6 2,1 1,3 1,1 0,6

Tabela 29. Teores percentuais de voriconazol em bolsas para infusdo com glicose 5%,
mantidas em geladeira e em temperatura ambiente, analisadas por CLAE.

Temperatura Tempo (dias)
0 2 4 7 9 11 14 21
20-25°C Teor (%) 100 866 879 824 809 759 755 697
DPR .. 0,8 2,3 1,1 3,8 1,8 0,7 3,3
4-8°C

Teor (%) 100 92,4 93,6 92,2 92,9 87,7 89,2 88,0
DPR 1,0 1,1 0,7 1,3 2,2 2,8 0.4

181



182



ANEXO 5

183



184



FETRS LRELE LR Ty
160 140 120 Ilﬂﬂ 80 60 40

) I F2 (ppm) l
cﬂ)cmc«
8 Eilsr ce C5 C3 ce

Figura 55. Espectro de RMN — HETCOR do voriconazol (400 MHz, DMSO-D6).
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Figura 56. Espectro de RMN — HETCOR do PD1 (400 MHz, DMSO-D8).
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Development and Validation of a High
Performance Liquid Chromatographic
Method for the Determination

of Voriconazole Content in Tablets

A LH. Adams'?, A, M. Bargdd®™*
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DRUG FORMULATIONS AND CLINICAL METHODS

Comparison of Microbiological and UV-Spectrophotometric
Assays for Determination of Voriconazole in Tablets

Anprea LH. Apavis

Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Programa de Pés-Graduagio em Ciéneias Farmacéuticas, Faculdade

de Fanmicia, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil
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Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Programa de Pés-Ciraduagéio em Ciéneias Farmacéuticas, Faculdade

de Farmicia, Porto Alegre, Rio Grande do Sul, Brazil

Two methods have been developed for the
determination of voriconazole, a new antifungal
drug, in tablets. A UV method, with detection at
255 nm, was compared with a diffusion agar
bioassay, which used Sacharomyces cerevisiae
ATCC 2601 as the assay organism. The developed
methods were linear in the range of 3.0-12.0 and
12.0-24.0 ug/mL, for the microbiological and UV
methods, respectively, both exhibiting a coefficient
correlation of 0.9999. The UV method
demonstrated an improved precision compared to
the bicassay method (1.0 versus 2.4%). The
average recovery, 99.8 and 100.9%, was suitable in
both methods. The results obtained by these

2 methods were compared with those of a
high-performance liquid chromatography (HPLC)
method published previously, and no evidence of
significant difference was observed. The proposed
methods are appropriate for the determination of
voriconazole in tablets and can be used in routine
quality control.

oriconazole, (2R,38)-2-(2 A-difluorophenyl)-3-(5-
s } fluoro-4-pyrimidinyl)-1-(1H-1,2,4-wriazol-t-yt)-2-butan-
2-0l (Figure 1), is a triazole antifungal druy licensed for
the treatment of invasive fungal infections. It is especially
recommended for the treatment of invasive aspergillosis, which
is the most common life-threatening invasive mold inlection
worldwide, and tor the (reatment of infections causcd by
Scedosporium, Fusarium spp., and resistant  Candida
species (|). The chemical structure of voriconazole is similar
(o that of fluconazole; the replacement of one triazole moicty
by a fluoropyrimidine group and an ulpha methylation
resulted in an enhanced spectrum of antifungal activily and in
increased in vitro potency (2).

X Received Scpt_cmbcr 5, 2005. Accepled by M December 22, 2005,
Author to whom correspondence should be addressed; e-mail:
bergold@lummuciu.ufrgs.br

195

A survey of the literature revealed several analytical liquid
chromatography (LC) methods, with dillerent detection
mixles, lor the determination of voriconazole in biological
fluids (3-10) und for the determination of the poteatial
impurities of voriconazole (11). Perea et al. (5) compared the
results of an LC method with those obtained by
microbiological assay. Capillary zone clectrophoresis
methods were developed by Crego ct al, to separate many
antifungals and  their mctabolitcs in  human liver
microsomes (12, and to determine antitungal agenls in other
biologicul samples (13).

The use of this drug js increasing, because it represents an
alfernative 1o ampholericin B treatment in invasive (ungal
infections. ‘Therefore, considering that there is no official
method for the quality control of this drug, there is a need to
develop and validate analytical methods for the determination
of voriconazole either as bulk substance or incorporated in
pharmaceutical dosage forms.

Previously, we developed an LC method for the
determination of voriconazole in tablets (14). The aim of this
study was to develop and validate other methods [or the
analysis of voriconazole in pharmaceutical form, which
should represent u sensitive, reproducible, and accurac
alternative to the LC method.

Experimental
Chemicals

(a) Voriconazole. Reference subslance (assigned purity
99.75%) was obtained from Ciencor Pacitic Lid (Tlong Kong).

(b) ¥Fend®, 50 mg  voriconazole  tablets  (Dfizer,
Germany) —Obtained in a Brazilian hospital.

(c) Excipients—Reported by the manuflucturer. The
inactive ingredients include lactose  monohydrate,
pregelatinized starch, croscarmellose sodium, povidonc,
magnesinm stearate, and 4 coating containing hypromellose,
lilanium dioxide, and triacctin. All were obtained from
different local distributors.

(d) Sabouraud-dextrose,
(Darmstadt, Germany).

(e) Water. Distilled water was uscd in all experiments.

204~-Obtained from Merck
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Figure 1. Chemical structure of voriconazole.

(f) Buffer No. /.- 2.0 g dibasic potassium phosphate and
8.0 g monobasic potassium phosphate in 1000 mL waler. The
pH was adjusted with 18 N phésphoric acid or 10N potassium
© 6.0 0.05 (15).

(g) Other reagents —Reagents of analytical grade, from
different distributors, were used.

-~

Preparation of Reference Substance Solutions

(a) Microbiological assay~ The stock solution of

voriconazole (0.3 mg/mL ) was prepared in mcthanol, by the
transference ol 15 mg voriconazole refercnce substance to a
50 mL volumctric flask, Aliquots of this solution were diluted
with buller No. 1, 1%, plI 6.0 (15), to concentrations of 3.0,
6.0, and 12.0 pp/mL, which were uscd in the assay.

(b) UV spectrophotometric ussay.—Prepared from a stock
solution containing 0.5 mg/ml. voriconazole reference
substance in methanol, which was diluted to 18 pg/mL with
water.

Preparation of Sample Solutions

‘Iwenty tablets were weighed to determine the average
weight, and then fincly powdered.

(a) Microbiological assay. A quantity of the tablets’
powder equivalent to 15 mg voticonazole was transferred to 4
50 mL volumetric flask; 15 mL metbanol was added, shaken
for 10 min by mechanical shaker, and diluted to volume with
methanol, to provide a sululion containing 0.3 mg/mL. The
solution was filtered and aliquots of the filtrate were diluted
with butfer No. 1, 1%, pH 6.0 (15), to concentrations of 3.0,
6.0, and 12.0 ug/mL, which were used in the assay.

(b) UV spectropholometric assay. -A quantily cquivalent
to 4.5 mg voriconazole was transferred to a 25 mL volumetric
flask, shaken for 10 min by mechanical shaker, and diluted to
volume with methanol. The solution was filtered, and an
aliquot of 5 ml. of the filtrale wus diluted with water Lo
18 pg/ml..

Microbiological Method

(a)} Microorganism  and
Sacharomyces cerevisae ATCC 2601 were cullivated on
Sabouraud 2% agar (Merck) and maintained on slants in the
refrigerator (4 £ 2°C). At 48 h before the cxperiment, the
culture was transtorred to another Sabouraud agar, 2%, which

inoculum. —Cultures  of

was kept in a stove at 25°C. 'The microorganism was
suspended in 0.9% NaCl; the concentration in the obtained
suspension was it to 25 + 2% of transmillunce at 580 nm,
using a suitable spectrophotometer (Analyzer-Madel 800,
Analitica, Sav Paulo, Brazil) and a 10 mun diameter test tube
as absorption cell against 0.9% NaCl as blank. For the
biological assay of voriconazole, 1 ml. of this suspension was
added to 100 mL Sabouraud 2% agar, kept at 48°C, and uscd
us inoculated layer.

(b) Cylinder-plate assap—The agar was composed by
2 separate layers. A 20 ml. amount of Sabouraud 2% agar was
poured into Petri dishes (100 x 20 mm) for the hase layer.
After its solidification, a 5 mL portion of inoculated
Subourdud 2% agar was poured onlo the basc layer. Six
stainless steel cylinders of uniform size (8 x 6 x 10 mm) werc
placed on the surface of the invculated medium in each platc.
Three altemated cylinders weré filled with 100 uL reference
substance solutions (described above) and the other 3 with the
sample solutions (described above), in & manner to avoid
interaction of the 2 more concentrated solutions. After
incubation (30°C for 24 + 2 h), the diameters of the inhibition
7one of the mictoorganism growth (mm) were measured using
an electronic digital caliper (Starret™). Six assays were
performed (2 assays each day) using 6 plates in each one.

(c) Potency caleulation—The potency of voriconazole
tablets was calculated by the Hewitt equation (16). The assay
wus lreated statistically by the linear parallel model and by
linear regression analysis. Analysis of variancc (ANOVA)
was used to verily the validity of the assay (17-19).

UV Method

The development and validation of the assay was
performed in a Shimadzu UV-visible spectrophotomeier
(UV-1601 PC; Kyoto, Japan). The concentration ol the
solutions was determined at 255 nm, against a mixture of

Figure 2. Diffusion agar bi y of vori
using a straln of Sacharomyces cerevisae ATCC 2601
as test arganism, voriconazole solutlons at
concentrations of 3.0 ug/mL (81 and T1), 6.0 ug/mL (S2
and T2), and 12.0 pg/mL (S3 and T3). § = Standard
solution; T = sample solution.
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Table 1. Conditions tested to establish the parameters
for microbiological assay of voriconazole

Parameter

Condition

Standard curve points, pug/mL 1,2,and 4; 2,5, and 12.5; 2.5, 5,

and 10; 3, 6, and 12

Agar disposition 1 0r 2 layers
Volume of solutions added into 100 or 200

the cylinders, uL
Buffer solution pH 50,60 and 7.0
inoculum, % 0.5,0.75, 1.0, and 1.5
Incubation time, h 18 and 24

methanol-water (1:9), that represents the same proportion
used in the sample and reference substance solutions,
Methanol was uscd as initial diluent, because the drug is freely
soluble in this solvent, and the subsequent dilutions were
made with water.

Methods Validation

Both methods were validated by the following parametcrs:
lincarily, precision, and accuracy (15, 20).

(a) Linearity. 'lo asscss the linearity of the methods,
doses of reference substance were evaluaiced on 3 different
days. The regression lines were calculated by the least-squares
methad. The statistical evaluation was made by ANOVA ( 7).
For the microbiological assay, the calibration curves were
obtained with 3 doses of the reference substance, al. 3.0, 6.0,
and 12,0 pg/ml.. For the UV method, the linearity was
veritied by analysis of 7 points in the range of 12-24 peg/uil,
which corresponds ta 70-130% of the expected sample value,

(b) Precision.—Rcpealability (intraday) and intermediate
precision (interday) of the proposed methods were evaluated.
In the microbiological assay, method repeatability was studicd
by the assay of 2 indepcadent samples, al the same
concentration, during the samc day and under the same
experimental  conditions. Tntermediate precision  was
cvaluated by comparing the results obtained on 3 diflerent
days. In the UV nicthod, 6 independent sumples were assaycd

Table 2. Experimental vaiues of the inhibition zone of
microorganism growth (mm) for voricpnazole raference

Tuits Bt

1ce s¢ d by microblological assay
Range of Mean diameter
Concentration, inhibition of inhibition
ng/mlL zone, mm zone, mm RSD, %
13.12-14.06 13.51 2.6
6 17.38-18.23 17.73 1.6
12 21.24-22.21 21.74 ¢

mean diameter of inhibition zone
(mm)
>

4 — T v T —_
0.2 04 06 08 1.0 1.2
log dose (ug/mL)

Figure 3. Calibration curve for voriconazole, obtained
by the microbiological cylinder-plate assay.

in a day, under the samc cxperimental conditions (standard
and sample preparation as described above). The results
obtained on 3 differcnt days were compated.

(¢) Accuracy—This parameter was determined by the
recovery study, comparing the thcorctical and measured
conceatrations of known amounts of voriconazole refercnce
substance added at the beginning of the process,

For the microbiological assay, a sample solution of
0.3 mg/mL was prepared, as doscribed above. From the
(iltered solution, an aliquot of 2 mL was transtorred lo a
200 mL volumetric flask containing 0.8 mL voriconazole
standard solution (0.3 mg/mL), and aliguots of 1.0 mL filtrate
were transferred to two 100 mL volumetric flasks containing
1.0 and 1.6 mL voriconazole standard solution (0.3 mg/mL).
Buffer No. 1 was added to make up the volume, giving final
concentrativns 0f 4.2, 6.0, and 7.8 pg/ml., respectively, which
correspond (v 70, 100, and 130% of the middlc concentration
of the curve (6 pg/mL). Each level was made in triplicate.
These solutions were assayed, and the percentage ol added
voriconazole standard was calculated using the cquation
obtained from the linear regression study of the standurd
curve.

Table 3. Voriconazole content in tablets, with respect
to the theoretical value, assayed on 3 different days, by
microbiological assay

RSD Mean purity RSD
Day Purity,# % intraday, % inlerday, % interday, %
1 101.54 0.7
102.50
2 102.47 38
97.07 100.9 24
3 103.14 3.0
98.78

¥ Mean of 6 replicates.
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Table 4. Recovery of reference substance added to
samples of voriconazole , by microbiclogical

Table 6. Recovery of referance substance added to
of voriconazole tablets

assay

Amount of Recovered

standard amounl,  Recovery, Mean
added, pg/mL pg/mL %2 RSD, % recovery, %
1.2 1.18 98.83 3.2

3 3.07 102.30 34 100.9
48 4.88 101.61 0.1

@ Each value is the mean of 3 independent samples.

For the UV spectrophotlometric assay, a sample solution of
0.12 mg/mL voriconazole was prepared and diluted with
methanol. The solution was filtgred, and aliquots of 5 mL
were transferred o 50 mL volumetric flasks containing 1, 4,
and 7 mL voriconazole standard solution (75 pg/mL). Water
was added to make up the volume, giving final concentrations
of 13.5, 18.0, and 22.5 pg/mL, respectivelyywhich correspond
to 75, 100, and 125% of the nominal analytical concentration
(18 pg/mL). Each level was made in triplicate.

The recovery percenlage of voriconazole added was
caleulated using the cquation proposed by AOAC (21).

(d) Methods comparison—The results obtained in this
sludy were compared with those obtained by a
high-performance liquid chromatography (HPLC) method
described previously (14).

Results and Discussion

There are no official methods for the quality control of
voriconazole, as drug substance ar formulated products.
Despite becing only = moderately selective, the UV

Table 5. Voriconazole content in tablets, with respect
to the theoretical value, assayed on 3 different days, by
UV method

% Label claim

P

Amount of Recovered Mean
standard added, amount,  Recovery, recovery,
pg/mb ngfml %0 RSD, % %
1.8 1.51 100.72 22
6.0 5.85 99.26 0.9 99.8
10.5 10.44 99.39 0.3

Sample Day 1 Day 2 Day 3
1 101.75 100.42 100.20
2 101.6 98.64 101.69
3 101.78 100.30 100.23
4 98.99 100.75 101.74
B 100.71 100.96 99.38
[ 100.12 101.16 98.75
Mean (intra-assay) ~ 100.8 100.4 100.3
RSD, % 1.4 0.2 1.2
Mean (interassay) 100.5
RSD, % 1.0

* Each valua is the mean of 3 independent samples.

spectrophotometric ussay is a very robust, easy, and
inexpensive method, offering good precision in formulation
quantitative analysis, where theére is no interference from
exeipients (22).

In the micrabiological assay, the potency of an antibiotic,
in this case an antifungal, is eslimaled by comparison of the
growth inhibition of a susceptible microorganism produced
by a sample and a reference substance. The sample is diluted
to the same presumed activity as the doscs of the reference
substance (18). According to the U.S. Pharmacapeia (15),
microbiological ussay penerally remains the standard for
resolving doubt with respect to possibe loss of activity. A
reduction in antimicrobial activity can reveal subtle changes
not demonstrable by chemical methods. Besides, this assay
does not use sophisticated apparatus and organic solvents,
resulting in low volumes of chemical residues.

Tn this work, a 3 x 3 design was uscd (Figure 2), as
described in 2 consulted Pharmacopocias (18, 19). This
experimental model used 3 dose levels of standard solution
and 3 dose levels of samplc solution, in geometric
progression. Some parameters were tested earlier to establish
the conditions described and shown in Table 1.

It was observed that the following conditions must be used
to produce clear inhibition zones of growth: buller solution in
the range of 6.0<7.0; inoculum of 1.0%; incubalion time of
24 h: and the use of 2 agar laycrs, with only the upper layer
inoculated. Aliquots of 100 uL were (otally absorbed by the
agar, while aliquots of 200 uL remained in the surface after
incubation, causing variations of inhibition because of erratic
diflusion.

For the dittusion assay method, the concentration of the
solutions must be chosen to ensure a linear relationship

Table 7. Analysis of voriconazole tablets by 3 different
methods

Methods Mean, % RSD, % n p-Value
HPLC 100.0 0.9 18
Micrabiological 100.9 24 8 041719
uv 100.5 1.0 18
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Figure 4. UV spectrum of sample (A), reference
substance (B), and placebo solution (C).

between the logarithm of the dose and the response. This
condition was ensured by the standard curve with
concentrations of 3.0, 6.0, and 12.0 pgmLl. The
corresponding inhibition zoncs for the 3 reference solutions
are presented in Table 2. The standard curve of voriconazolc,
constructed by plolling log of dose (pyz/mL) versus inhibition
zone diameter (mm) showed good lincarity (Figure 3). The
obtained linear regression equation was y = 13.670x + 7.023,
and the regression cocfficient was 0.9999,

The cxperimental valucs of individual assays of
voriconazole tablets are presented in Table 3. If a parall¢l-line
model is chosen, the 2 log-response lines (reference substance
and sample) must be parallel and linear over the range of doses
used in the calculation (18, 19). These conditions must be
verificd by validity tests for a given probability. The assays
wete validated by means of ANOVA test, as described in thosce
official codes. No deviation of parallelism and linearity was
abserved in our study (P < 0.05). The relative standard
deviation (RSD) value for intcrday assay shows that the
developed method is precise (2.4%). The mean recovery of
100.9% contirms (he accuracy of microbiological assay
(Table 4).

In the UV method, the calibration curve of voriconazole
was obtained by plotting the absorbance against drug
concentration, The curve was lincar in the range of
12-24 \ymL, with a regression cocticient of 0.9999 and a
linear regression equation of p — 0.02295x — 0.0002. The
method showed good precision, both intr- and interday
assays (Table 5). The accuracy of the assay was studied: the
mean recavery was 99.8%, indicating thal the proposed UV
method is accurate (Table 6).

The data obtained by miurubiolog'ica] assay and UV
method were statistically compared by ANOVA test with (hc
one obtaincd by HPLC methad (Table 7). It was indicated that
there is no cvidence of significant dillerence between the
3 methods (2 < 0.05), This also indicales that the excipients
do not absorb in the wavelength used for the UV quantitation
method, confirming results previously obtaincd by analysis of
a placebo solution (Figurc 4). The higher RSD) values of the
microbiological assay compared with an instrumental assay
were expected, considering the inherent variabilily of

Table 8. Analytical parameters of UV methad

Parameter Resull

Molar absorplivity 8016

Ass, 1an 229
Regression equation y=0.022085x -0.0002
Slope = SD? 0.02295 = 0.0003
Intercept + SD -0.0002 + 0.005
Correfation coefficient (r) 0.9999

SD of residuals 0.0012

28D = Standard deviation.

biological assay. There was a linear relationship between
absorbance and drug concentration in the range 12 to
24 pg/ml, with a correlation coefficient of 0.9999 (Table 8).
The regression equation, the molar absorptivity, and other
parameters were also calculated Irom the calibration graph
applying lcust-square method (‘Tablc 8). The method showed
good precision, both intra- and interday assays (Table 5). The
accuracy ot the assay was studied; the mean recovety was
99.8%, indicating that the proposed UV method is accurate
(Table 6).

The proposed microbiological and UV assays showed
good preeision and accuracy, but the smaller variability and
easier preparation of UV method favors its usc. The results of
statistic analysis showed that these methods give similar
results to thase obtained by HPLC, indicating that they allow
reliuble determination of voriconazole in tablets and can be
used for the drug analysis in routine quality control and in
dissolution studies.
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