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RESUMO

A sulfadiazina (SDZ) € um dos farmacos utilizados para o tratamento da toxoplasmose
congénita em neonatos, entretanto a Unica formulac&o oral comercialmente disponivel
€ em comprimido (500 mg). Uma das estratégias para solucionar esse problema é
atraves da transformacéo de formas farmacéuticas. Dessa forma, o presente trabalho
teve como objetivo preparar e avaliar a estabilidade fisica, quimica e microbiologica
de suspensdes extemporaneas de SDZ (100 mg/mL) usando comprimidos (FURP-
Sulfadiazina). Os veiculos de suspenséo utilizados foram: A — xarope simples 85% e
metilcelulose 1% (p/v); e B — sorbitol 70%. A estabilidade foi avaliada durante os dias
0, 7, 14 e 30 sob armazenamento em temperaturas controladas de 5°C + 3°C e 22,5
°C £ 2,5 °C. A estabilidade fisica foi analisada atraves das -caracteristicas
organolépticas, do pH, do tamanho de particula e da viscosidade. A concentracdo de
SDZ foi determinada através de meétodo desenvolvido e validado utilizando a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE). Os atributos microbiologicos de
formas farmacéuticas ndo estéreis também foram avaliados, adicionando acido p-
aminobenzoico aos meios de cultura a fim de neutralizar a atividade antimicrobiana
da SDZ. O pH e a viscosidade apresentaram diferencas significativas nos dias de
estudo. A distribuicdo do tamanho de particula foi constante até 14 dias de estudo
para ambas as formula¢cdes. Todavia, apenas a suspensdo de SDZ A apresentou
resultados confiaveis dentro dos limites farmacopeicos, provavelmente influenciadas
pela solubilidade do ativo em diferentes pH, sedimentacao de particulas e reducdo da
viscosidade. Ademais, durante o estudo nédo foi observado contaminacao microbiana.
Com base nos resultados, pode-se concluir que a suspensdo de SDZ A em
temperatura ambiente é estavel durante 14 dias, sendo uma alternativa viavel para o

tratamento pediatrico da toxoplasmose congénita.

Palavras-chave: Sulfadiazina. Formulacao pediatrica oral. Estabilidade. CLUE.



ABSTRACT

Sulfadiazine (SDZ) is one of the drugs used for the treatment of congenital
toxoplasmosis, however the only commercially available oral formulation is the tablet
(500 mg). One of the strategies to solve this problem is through the transformation of
pharmaceutical forms. Thus, the present work aimed to prepare and evaluate the
physical, chemical and microbiological stability of extemporaneous suspensions of
SDZ (100 mg / mL) using tablets (FURP-Sulfadiazine). The suspension vehicles used
were: A - 85% simple syrup and 1% (w/v) methylcellulose; and B - sorbitol 70%.
Stability was evaluated during days 0, 7, 14 and 30 under storage at controlled
temperatures of 5°C 3 °C and 22.5 °C = 2.5 °C. The physical characteristics analyzed
were the organoleptic characteristics, the pH, the particle size and the viscosity. The
concentration of SDZ was determined by a method developed and validated using
ultra-high performance liquid chromatography (CLUE). Microbiological attributes of
non-sterile pharmaceutical forms were also evaluated by adding p-aminobenzoic acid
to the culture media in order to neutralize the antimicrobial activity of SDZ. pH and
viscosity showed significant differences on study days. The particle size distribution
was constant up to 14 days of study for both formulations. However, only the SDZ A
suspension presented reliable results within the pharmacopoeial limits, probably
influenced by the solubility of the active substance at different pH, particle
sedimentation and viscosity reduction. In addition, during the study no microbial
contamination was observed. Based on the results, it can be concluded that SDZ A
suspension at room temperature is stable for 14 days and is a viable alternative for the

pediatric treatment of congenital toxoplasmosis.

Keywords: Sulfadiazine. Pediatric oral formulation. Stability. CLUE.
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1 INTRODUCAO

Desde 1968, pacientes pediatricos (lactentes e criancas) sdo denominados
“Orfaos terapéuticos” (SHIRKEY, 1968), devido ao reduzido arsenal terapéutico
destinado a eles. Apesar de todos os esforcos para mudar esse cendrio, ainda sdo
muitas as necessidades, inclusive abrangendo doencas negligenciadas que nao
despertam interesse da industria farmacéutica, constituindo assim um problema de
saude publica (MARINHO; CABRAL, 2014).

A toxoplasmose congénita, por exemplo, ocorre quando a méae adquire a
infeccdo priméaria pelo protozoario Toxoplasma gondii durante a gestacao,
transmitindo, portanto, verticalmente a infec¢éo para o feto. A incidéncia de casos de
toxoplasmose congénita no Brasil varia de 4 até 13 casos por 10000 nascidos Vvivos
entre as regifes do pais (BICHARA et al., 2012; BISCHOFF et al., 2016; CARELLOS
et al., 2014a; INAGAKI et al.,, 2012). A maioria das criangas com toxoplasmose
congénita sdo assintomaticas ao nascimento, mas podem apresentar sequelas
tardias, como hepatoesplenomegalia, danos nos olhos, no coracdo, no cérebro e
graves anomalias congénitas, até mesmo morte fetal (CAPOBIANGO et al., 2014;
SINGH, 2016).

A Sulfadiazina (SDZ), desenvolvida na década de 1930, € um dos trés
farmacos utilizados no tratamento da toxoplasmose. Praticamente insolivel em agua
(BRASIL, 2010b), ndo é disponivel em forma farmacéutica liquida de fécil
administracdo, apenas como comprimidos de 500 mg, dose convencional para
adultos, dificultando tratamento desse grupo especifico (GLASS; HAYWOOD, 2006).

Atualmente, a melhor forma encontrada pelos profissionais de saude, para
resolver a caréncia de medicamentos na forma farmacéutica liquida é através do
preparo de adaptacdes farmacéuticas, geralmente através da clivagem ou trituracéo
de comprimidos, abertura de cipsulas ou diluicdo de liquidos orais de concentragdes
superiores. Para realizar o tratamento de pacientes pediatricos, como recém-nascidos
e lactentes, acometidos por toxoplasmose congénita, € necessario preparar uma
adaptacao farmacéutica liquida (GONCALVES; CAIXETA; REIS, 2009; MARINHO;
CABRAL, 2014; PEREIRA et al., 2016), normalmente triturando-se o comprimido de

SDZ e administrando o p6 junto a quantidade suficiente de agua.
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Entretanto, a estabilidade precisa ser considerada e testada (VAN DER
VOSSEN et al.,, 2017). A auséncia de informacédo a respeito da estabilidade das
preparacdes é o maior problema com o preparo de formulagées liquidas, pois nenhum
doseamento ou controle de estabilidade é realizado em farmécias de manipulagéo e
hospitalares para cada formulag&o preparada (SANTOVENA, A.; HERNANDEZ-PAIZ;
FARINA, 2012).

Por essas razfes, o0 preparo dessas formulacdes é um desafio e diversos
estudos estédo sendo realizados na area informando dados cientificos que garantem a
estabilidade de solugdes ou suspensdes orais em condicdes de armazenamento
estabelecidas. Benzonidazol (GARCIA; MANZO; JIMENEZ-KAIRUZ, 2015),
glibenclamida (ESTEVEZ et al., 2016), anlodipino (VAN DER VOSSEN et al., 2016) e
atorvastatina (ZAID et al., 2017) sdo alguns exemplos. Além disso, a estabilidade
microbiolégica também é um problema critico em formulacdes orais extemporaneas
pediatricas, devido a restricdo do uso de conservantes potencialmente téxicos e
alérgenos (SALGADO et al., 2005).

As formulacdes de SDZ disponiveis na literatura com estabilidade adequadas
utilizam matéria-prima e veiculos de suspensdo comerciais prontos que aumentam o
custo do medicamento (ALLEN JR., 2011; FERREIRA et al., 2016), ndo sendo uma
alternativa economicamente viavel para o &mbito do Sistema Unico de Satde (SUS)

no Brasil nem para outros paises de maior incidéncia da toxoplasmose.

Dessa forma, considerando que o SUS disponibiliza comprimidos de SDZ
(500 mg) através do Componente Estratégico da Assisténcia Farmacéutica, foi
realizado levantamento bibliografico e foram escolhidas duas formulacées de SDZ
com veiculos simples presentes na literatura (SOUZA, 2003). Estas formulacdes
foram preparadas com comprimidos de SDZ como fonte de matéria-prima para
investigar a estabilidade fisica, quimica e microbiol6gica em diferentes temperaturas
de armazenamento, a fim de fornecer resultados confiaveis e permitir o tratamento

eficaz e seguro das criangas acometidas com toxoplasmose congénita.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 MEDICAMENTOS PEDIATRICOS

Os recém-nascidos e criangas apresentam uma variabilidade fisiologica ao
longo do seu desenvolvimento que interfere na farmacocinética e farmacodindmica
dos principios ativos e, consequentemente, no tratamento farmacol6gico, uma vez que
a maioria dos medicamentos sao desenvolvidos e testados em adultos e as respostas
no publico pediatrico podem apresentar-se diferentemente do esperado
(FERNANDEZ et al., 2011).

A dificuldade de degluticdo € um problema comum entre pacientes pediatricos
(ZAID et al.,, 2017), inclusive criangas menores de sete anos de idade s&o
consideradas inaptas (WALCH et al., 2016). Dessa forma, as formas farmacéuticas
liquidas orais, especialmente solucdes e suspensdes, sdo consideradas as formas
padrao para estes pacientes (LAJOINIE et al., 2016; LIU et al., 2015; RIET-NALES et
al., 2016). Solucdes, xaropes e suspensdes apresentam como vantagens maior
flexibilidade na dose, facilidade de ingestdo e administracéo (LIU et al., 2015; SAM et
al., 2012). Ademais, estas formula¢des permitem o ajuste da dose individualizada em
mg/kg de peso corporal, reduzindo potenciais erros de dose e melhorando a adeséo
ao tratamento (NAHATA, M. C.; ALLEN JR., 2008).

Entretanto, somente uma pequena parcela dos farmacos esta disponivel em
formulagcbes liquidas apropriadas para administracdo em criancas (GLASS;
HAYWOOD, 2006; RIET-NALES et al., 2016). Sendo assim, o grande arsenal
terapéutico € constituido de formas farmacéuticas sodlidas em doses destinadas a
populacdo adulta, dificultando o tratamento de ndo somente neonatos, lactentes e
criancas, mas de qualquer paciente com dificuldade de degluticdo, pacientes
portadores de sondas (nasogastrica, nasoenteral ou gastrostomia) e pacientes que
necessitam de doses ndo padronizadas (GLASS; HAYWOOD, 2006). Logo, a caréncia
de medicamentos adequados ao uso pediatrico trata-se de um problema continuo
para os profissionais de saude na pratica clinica (COSTA; COELHO; REY, 2009;
COSTA; LIMA; COELHO, 2009; PEREIRA et al., 2016), sendo necessario buscar

estratégias para soluciona-lo.
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Nahata (1999) considerou que a alternativa mais indicada é a manipulacéo de
formulacdes extemporaneas com o uso de excipientes apropriados a partir da matéria-
prima ou inclusive das formas farmacéuticas disponiveis. No Brasil, foi identificado
uma alta prevaléncia quanto ao uso de preparagdes magistrais extemporaneas em
unidades de internamento pediatrico (BRITTO et al., 2017). Segundo Lajoinie et al.,
(2016), 73% das transformacdes de formas farmacéuticas solicitadas eram destinadas

para lactentes em um hospital pediatrico francés.

Na pratica, devido a conveniéncia e a maior disponibilidade nas farmacias
hospitalares, capsulas ou comprimidos séo frequentemente usados como fonte de
matéria-prima (GLASS; HAYWOOD, 2006; HAYWOOD; GLASS, 2013). Entretanto,
essas formas farmacéuticas sélidas sédo fabricadas com diversos excipientes que
promovem diluicdo, fluxo, desintegracdo, corantes, dentre outras funcfes. Logo, 0s
excipientes presentes nesses produtos sdo também introduzidos nas formulagfes
manipuladas e a estabilidade da formulagéo liquida preparada é determinada pela
interacéo fisica e quimica entre o principio ativo, os excipientes da forma farmacéutica
original e o veiculo, podendo resultar em interacfes fisico-quimicas ainda
desconhecidas (MUSKO; SZNITOWSKA, 2013). Na maioria dos casos, realiza-se a
adaptacao da forma farmacéutica através da clivagem e/ou trituracdo de comprimidos,
abertura de capsula, diluicao de liquidos orais disponiveis em maiores concentracdes
ou de preparacles injetaveis (MARINHO; CABRAL, 2014; NISSEN; HAYWOOD;
STEADMAN, 2009).

De uma forma geral, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA)
conceitua esta pratica como transformacao de forma farmacéutica, através da RDC n°
67, de 8 de outubro de 2007. Conforme a RDC, transformacao de forma farmacéutica
ou derivacao é a “manipulacao de especialidade farmacéutica visando ao preparo de
uma forma farmacéutica a partir de outra”, sendo justificada desde que se destine a
“atender as necessidades terapéuticas exclusivas de pacientes em atendimento nos
servicos de saude”. Caso ndo existam recomendacgfes especificas do fabricante da
forma farmacéutica ou de literatura cientifica, o periodo de uso considerado é de
apenas 48 horas (BRASIL, 2007). Logo, estudos de estabilidade precisam ser

desenvolvidos para proporcionar maior tempo de validade a essas preparacoes.
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A forma farmacéutica liquida selecionada para manipulacdo pode ser uma
solucdo ou uma suspensdo, dependendo das caracteristicas fisico-quimicas do
farmaco em particular, bem como da forma farmacéutica sélida a ser utilizada (ALLEN
JR; POPOVICH; ANSEL, 2007). Conforme Ferreira e Souza (2011), deve-se
considerar que as preparacgdes orais liquidas obtidas a partir do p6 de comprimidos e
capsulas devem ser exclusivamente preparadas na forma de suspensoes,
especialmente pela presenca de excipientes presentes nas formas farmacéuticas

solidas geralmente insollveis em meio aquoso.

Durante o preparo de suspensdes a partir de comprimidos ou capsulas deve-
se considerar alguns critérios importantes: solubilidade e estabilidade da substancia
ativa, pH e composicéo do veiculo e protecdo antimicrobiana (BENZI; MASTROIANNI,
2016; SOSNOWSKA; WINNICKA; CZAJKOWSKA-KOSNIK, 2009). Na maioria dos
casos, o farmacéutico prepara formulacdes extemporaneas liquidas orais com o
ingrediente ativo dissolvido ou suspenso em xarope simples ou em mistura de sorbitol
(GLASS; HAYWOOD, 2006), que podem ser administrados em gotas, colher ou

seringa dosadora.

Entretanto, para preparar uma transformacdo de forma farmacéutica, a
solubilidade, a estabilidade e a biodisponibilidade do farmaco devem ser avaliadas
caso a caso, inclusive devido a presenca de excipientes da forma farmacéutica - fonte
da matéria-prima (NISSEN; HAYWOOD; STEADMAN, 2009). Logo, ndo é
recomendado que este tipo de adaptacdo seja realizado nas enfermarias, mas que
seja avaliada e preparada por um farmacéutico com conhecimento na area para
minimizacdo de possiveis erros (COSTA; LIMA; COELHO, 2009; GONCALVES;
CAIXETA; REIS, 2009; NAHATA, M. C.; ALLEN JR., 2008; NISSEN; HAYWOOD;
STEADMAN, 2009). Em um estudo observacional na Malésia, constatou-se que o
preparo incorreto de farmacos na enfermaria foi um dos erros de administracdo de
medicamentos mais comuns em hospitais pediatricos, representando 26% das doses
analisadas (CHUA; CHUA; OMAR, 2010).

Aléem disso, a degradacdo de uma preparacdo oral liquida devido a
instabilidade quimica, fisica ou microbiolégica pode ocasionar uma dose
subterapéutica, exposicdo a produtos de degradacdo téxicos ou ingestdo de um

namero exacerbado de microrganismos (FERREIRA; SOUZA, 2011). Logo, esta
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pratica exige cautela, uma vez que a instabilidade das preparacdes liquidas € o ponto
mais critico de uma formulacéo e a auséncia de informacdes sobre a estabilidade do
farmaco apresenta-se como uma limitacdo para a pratica (SANTOVENA, A
HERNANDEZ-PAIZ; FARINA, 2012).

2.2 SUSPENSOES ORAIS

Suspensbes sdo geralmente formas farmacéuticas para administracdo de
farmacos pouco soluveis em agua (ESTEVEZ et al., 2016). Trata-se de uma dispersao
grosseira na qual particulas sélidas, insollveis e finamente divididas (geralmente
maiores que 1 pum de didmetro), encontram-se dispersas em um meio liquido
(AULTON, 2005).

Diversos produtos farmacéuticos, em particular os destinados a criancas, sao
apresentados como suspensfes. Entretanto, apresentam potenciais desvantagens
relacionadas a estabilidade fisica, quimica e microbiol6gica; a solubilidade do farmaco
em questdo (requerendo o uso de tampdes de pH, co-solventes); ao tempo de
validade reduzido; e ao uso de numerosos excipientes, particularmente conservantes
(LIU et al., 2015; SAM et al., 2012).

2.2.1 Propriedades fisico-quimicas das suspensdfes

Algumas propriedades fisico-quimicas (tamanho das particulas, velocidade de
sedimentacdo, viscosidade, pH) devem ser consideradas em uma suspenséo
farmacéutica a fim de obter uma formulacdo que assegure a eficacia, seguranca e

estabilidade do medicamento.

2.2.1.1 Tamanho das particulas dispersas

As particulas da fase dispersa de uma suspensao podem apresentar diversos
tamanhos, caracterizando o tipo de suspensdo. Quando as particulas possuem

tamanho entre 10 a 50 um, séo conhecidas como dispersdes grosseiras; entre 0,5 a
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10 um como dispersdes finas; e quando apresentam dimensfes abaixo de 0,5 pum
como dispersdes coloidais (AULTON, 2005).

O tamanho da particula € um dos parametros mais importantes na
estabilidade fisica de suspensdes (GENNARO, 2004). O tamanho da particula em
suspensao deve permanecer constante por longos periodos. Particulas de maior
diametro tendem a se separar mais do meio dispersante. Portanto, a reducédo do
tamanho das particulas € desejavel para evitar possivel cristalizacdo de particulas
maiores, caracteristica de uma suspensao instavel, bem como sedimentacéo destas.
Todavia, deve-se evitar reducdo demasiada, uma vez que particulas muito finas
tendem a formar sedimentos compactos no fundo do recipiente (ALLEN JR;
POPOVICH; ANSEL, 2007).

Além do ponto de vista farmacotécnico, o tamanho de particula € de
fundamental importancia no que diz respeito a absorcdo de farmacos com baixa
solubilidade. Particulas com menor tamanho apresentam maior velocidade de
dissolugéo, sendo mais rapidamente absorvidas (FLORENCE; ATTWOOD, 2011).

2.2.1.2 Velocidade de sedimentacao

Os problemas que normalmente surgem em suspensdes incluem
sedimentacao, formacéo de sedimento compacto ou caking, floculagéo e crescimento
de particulas através da dissolucéo e recristalizacdo (FLORENCE; ATTWOOD, 2011),
implicando na instabilidade fisica das suspensdes. Inclusive, deve haver instrucao
para que o medicamento seja agitado antes do uso para se obter distribuicdo uniforme
das particulas no veiculo e assim uniformizar o contetdo com a quantidade apropriada
da substéancia ativa (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007).

A lei de Stokes apresenta as variaveis que influenciam na velocidade de

sedimentacao das particulas de uma suspensao, conforme apresentado abaixo,

dx _d*x(p'—-p)xg
dt 187
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ax . . . ~ , A p ~
onde d—’; € a velocidade de sedimentacéo, d é o diametro das particulas, pt e p sdo as

densidades da particula e do meio, respectivamente, g é a constante gravitacional e n
€ a viscosidade do meio (GENNARO, 2004).

Ela é baseada em uma situacédo ideal em que as particulas uniformes e
perfeitamente esféricas de uma suspensdo bem diluida se depositam sem ocorrer
colisdo das particulas suspensas; e atracdo, afinidade quimica ou fisica pelo meio
dispersante (FLORENCE; ATTWOOD, 2011). Porém, mesmo em suspensdes nao
ideais, ela fornece orientacdes para ajustes que podem ser feitos na formulacéo para

diminuir a velocidade de sedimentacédo das particulas.

Quanto maior for o tamanho da particula, maior sera a velocidade de
sedimentacao. A velocidade de sedimentacdo também aumentara, quando aumentar
a densidade de particula (desde que a densidade do veiculo se mantenha constante).
Em contraste, o aumento da viscosidade reflete na reducdo da velocidade de
sedimentacao (ALLEN JR, 1998).

2.2.1.5 Viscosidade

Outro fator fisico-quimico importante € o comportamento reoldgico das
suspensdes, uma vez que ele determinara a facilidade que o medicamento pode ser
retirado do frasco. Segundo Aulton (2005), a viscosidade de um fluido pode ser
descrita simplesmente como sua resisténcia ao fluxo ou movimento, podendo ser
expressa como viscosidade absoluta ou dindmica () e como viscosidade cinematica

(u=n/d), em que d é a densidade do meio.

Uma suspenséo farmacéutica ideal deve ter viscosidade aparente elevada e
baixas tensdes de cisalhamento para que as particulas suspensas possam sedimentar
lentamente. E importante destacar que as caracteristicas de viscosidade de uma
suspensao podem ser alteradas ndo apenas pelo veiculo usado, mas também pelo
contetdo de soélidos. A medida que a proporcéo de particulas sélidas aumenta numa
suspensao, sua viscosidade também aumenta (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL,
2007).
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2.2.1.6 pH

Farmacos em preparacdes liquidas podem estar mais susceptiveis a reacdes
quimicas de degradac&o, como as de hidrolise, oxidacao e reducdo. Normalmente, o
pH é o pardmetro mais importante a afetar a velocidade da reacdo de degradacéo de
formulagBes liquidas. Inclusive, a degradacgéo hidrolitica, oxidativa e fotolitica de
alguns farmacos é dependente do pH (GHULAM et al., 2007).

2.2.2 Susceptibilidade microbioldgica

A estabilidade microbiolégica de preparagdes liquidas também deve ser
controlada devido a elevada quantidade de &gua presente na formulacao que favorece
0 crescimento de microrganismos. O crescimento microbiano pode causar alteragbes
nas caracteristicas organolépticas (odor, sabor, aparéncia), bem como ser perigosa
para a saude devido a possivel ingestdo de microrganismos ou medicamentos
degradados (inativos ou toxicos), principalmente em criancas. Além disso, a presenca
de microrganismos e/ou seus metabdlitos podem afetar a estabilidade quimica da
preparacao e alterar a solubilidade do farmaco, devido alteracdo do pH (GHULAM et
al., 2007; SALGADO et al., 2005).

Para minimizar os riscos de contaminacdo microbiana na preparacédo de uma
formulacéo oral liquida deve-se utilizar equipamentos e vidrarias limpos e sanitizados,
agua purificada e/ou outros veiculos com qualidade microbiolégica adequados e evitar
0 uso de matérias-primas e embalagens contaminadas. Segundo Ghulam et al.
(2007), a refrigeracao diminui a taxa de crescimento microbiano quando comparado a
temperatura ambiente, entretanto ndo erradica a presenca de microrganismos ou de

seus produtos.

2.3 EXCIPIENTES UTILIZADOS EM PEDIATRIA

Excipientes ou ingredientes inertes sao substancias adicionadas aos
compostos farmacologicamente ativos para permitir a producdo da forma

farmacéutica, aumentar a estabilidade do farmaco e a palatabilidade da formulacéo
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para o paciente (FERREIRA, 2010). Eles podem ser 0s responsaveis por inidmeras

reacoes adversas a medicamentos (SILVA, A. V. A. et al., 2008).

As formulacdes pediatricas atuais contém diversos excipientes que melhoram
a palatabilidade e a solubilidade, proporcionando aceitacdo e adesao ao tratamento,
porém aumentando também o risco de rea¢fes adversas (VAN DER VOSSEN et al.,
2017). Uma suspensao liquida para um neonato ndo deve conter conservantes,
corantes, flavorizantes ou alcool, devido ao potencial que apresentam de causar
efeitos adversos a curto ou longo prazo. O propilenoglicol, por exemplo, € comumente
usado como solvente em medicamentos orais, topicos e injetaveis, para solubilizar
farmacos com limitada solubilidade em agua. Todavia, a dose maxima diaria segura
para neonatos de até 28 dias é de apenas 1 mg/kg, ndo sendo recomendados para

criancas menores de 4 anos de idade (CHMP, 2014).

Segundo Haywood e Glass (2013), a adequacao do excipiente deve ser
considerada na preparacdo de um liquido oral extemporaneo, pois eles podem afetar
a estabilidade do farmaco, assim como alterar o pH da formulacdo. Em um estudo de
base hospitalar no Estado do Ceara (Brasil), foi verificado que em 75,63% das
adaptacdes analisadas, o veiculo indicado na prescricdo era inadequado (COSTA;
LIMA; COELHO, 2009). Dessa forma, faz-se necessério analisar adequadamente os
excipientes aptos a formulacdes pediatricas e proporcionar uma Composi¢ao
preferencialmente simples, mesmo que para atender a poucos dias de tratamento
(ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007).

2.3.1 Conservantes

Conservantes sédo adicionados em preparacdoes farmacéuticas a fim de
prolongar a estabilidade e/ou manter sua esterilidade. O uso de conservantes, como
metilparabeno, propilparabeno, benzoato de sddio, cloreto de benzalcénio, deve ser
cuidadosamente avaliado em pediatria devido aos frequentes problemas toxicolégicos
relatados em criancas (SALGADO et al., 2005; SILVA, A. V. A. et al., 2008).

Solugdes de sacarose concentradas s&o resistentes a contaminagéo, pois

proporcionam uma pressao osmoética adequada a inibicdo do crescimento microbiano,
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além da indisponibilidade de agua necessaria para o0 crescimento dos
microrganismos, e por isso sao 6timos veiculos auto conservantes para formulaces
(AULTON, 2005). O xarope simples do Formulério Nacional da Farmacopeia Brasileira
(solucéo de sacarose 85%, p/v) (BRASIL, 2012) contém apenas um leve excesso de
agua (cerca de 3,8 mL em 100 mL) que garante a estabilidade fisica do xarope quando
submetido a variacGes de temperatura, evitando fendémenos de precipitacdo (ALLEN
JR; POPOVICH; ANSEL, 2007).

2.3.2 Edulcorantes

A preferéncia pelo sabor doce é inata nos seres humanos, sendo ainda mais
pronunciada em criancas. A concentracdo total de edulcorantes em solucdes e
suspensdes orais varia dentro de uma faixa de 30-80% (p/v) (FERREIRA; SOUZA,
2011).

A sacarose é o0 acucar empregado na maioria dos xaropes, entretanto, em
circunstancias especiais, pode ser substituida completamente ou em parte por outros
acucares ou substancias como o sorbitol (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007). A
sacarose tem a vantagem de ser incolor, bastante hidrossoluvel, estavel em uma faixa
de pH de 4 a 8 e, por aumentar a viscosidade de preparacoes fluidas, confere uma
textura agradavel ao paladar (AULTON, 2005; ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007).
A concentracado usual é de até 85% (FERREIRA, 2010).

O sorbitol também tem poder edulcorante e pode ser incluido em preparacdes
para diabéticos, nas quais a sacarose seja indesejada (AULTON, 2005). A sua
concentracdo de uso pode variar entre 20 até 70% (FERREIRA, 2010). Trata-se de
um acucar ndo digerivel; € hidrolisado no intestino grosso em acidos graxos de cadeia
curta, assim, eles estimulam a motilidade do colo por atrairem osmoticamente a agua
para o lumen intestinal (HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015). Por isso, tem sido
associado a relatos de desconforto abdominal e flatuléncia (PAYNE; CRAIG;
WILLIAMS, 1997; SILVA, A. V. A. et al., 2008).
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2.3.3 Agentes suspensores

Em muitas suspensodes, agentes suspensores sao adicionados para aumentar
a viscosidade da fase dispersante. Carboximetilcelulose e metilcelulose sdo alguns
dos poucos agentes empregados para espessar a fase dispersante e auxiliar na
manutencao das particulas em suspensédo juntamente com um xarope (NAHATA, M.
C.; ALLEN JR., 2008). Para formas farmacéuticas liquidas extemporaneas,
metilcelulose 1% (p/v) € comumente adicionado como um agente suspensor para
melhorar a uniformidade de dose e a estabilidade fisica (ALLEN JR; POPOVICH,;
ANSEL, 2007).

2.3.4 Veiculos de suspensdes comerciais

A preparacgéao de formulagdes extemporaneas orais pode ser simplificada com
0 uso de veiculos comerciais prontos. O laboratério Perrigo Company® produz uma
linha de veiculos orais que prometem formar suspensdes elegantes, uniformes e
fisicamente estaveis. Sao conhecidos no mercado como produtos Ora® (Ora-Plus®,
Ora-Sweet®, Ora-Sweet SF®, Ora-Blend®, Ora-Blend SF®). Os veiculos sao
tamponados com acido citrico e fosfato de sédio a um pH ligeiramente acido e
possuem parabenos e sorbato de potassio como conservantes (PERRIGO, 2018).
Estudos de estabilidade de preparacdes extemporaneas de diferentes principios
ativos ja utilizaram esses veiculos e apresentaram resultados satisfatérios (FRICIU et
al., 2016; LEWIS et al., 2017; LI et al., 2016).

A Fragon® também possui linhas de produtos para veiculacdo de
medicamentos orais, como a linha SyrSpend SF® com tecnologia de suspensao ativa
a base de amido de milho modificado. Essa linha ndo contém acucar, alcool, lactose,
nem gluten e sdo adocados com sucralose. Sdo tamponados a um pH de 4,2
(FRAGON, 2018). Diversas formulac¢es ja foram cientificamente estudadas quanto a
estabilidade quimica, fisica e microbiolégica com bons resultados (FERREIRA et al.,
2016).

Embora esses veiculos prontos para uso, preservados com conservantes,

estejam comercialmente disponiveis no mercado, eles ndo séo os candidatos ideais
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para formulacdes pediatricas, uma vez que a quantidade de excipientes presentes
deve ser a minima necessaria para manter a qualidade do produto. Além disso, nem
sempre veiculos de suspensdo comerciais sdo compativeis com os farmacos ou com
0s componentes presentes nas formas farmacéuticas (comprimidos ou capsulas)
(MUSKO; SZNITOWSKA, 2013). Logo, ainda € comum a pratica nas farmacias de
manipulacéo de preparar suas formulacdes em bases simples, como o xarope simples
(GLASS; HAYWOOD, 2006).

2.4 SULFADIAZINA

Sulfadiazina (SDZ) é um antimicrobiano sintético, pertencente ao grupo das

sulfonamidas, eficaz desde que foi sintetizada nos anos 1930.

2.4.1 Mecanismo de acéo

As sulfonamidas agem por antagonismo metabdlico, pois sdo analogos
estruturais do acido p-aminobenzéico (PABA). A semelhanca estrutural esta na porcao
sulfanilamida. Elas séo inibidores competitivos da di-hidropteroato-sintase, a enzima
bacteriana responsavel pela incorporacdo do PABA ao &cido hidropteroico, o
precursor imediato do acido félico (HILAL-DANDAN; BRUNTON, 2015). Assim,
formam anélogos néo funcionais do acido folico, interferindo na producao das purinas
e na sintese final dos acidos nucleicos, impedindo o crescimento dos microrganismos
(Figura 1).

Logo, devido ao seu mecanismo de acdo, apenas 0S microrganismos que
produzem seu préprio acido félico sdo sensiveis as sulfonamidas (DMITRIENKO et
al., 2014). Entretanto, quando ha excesso de PABA ou a presenca de pus ou produtos
de degradacao tecidual, a acdo bacteriostatica € interrompida, pois a presenca de
timidina e purinas possibilita a sintese de acidos nucléicos (PETRI JUNIOR, 2012).
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Figura 1 — Mecanismo de ac¢ao das sulfonamidas
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Fonte: Adaptado de Qin et al. (2016)

DHPP: 7,8-diidro-6-hidroximetilpterinofosfato; dhps: di-hidropteroato sintetase; PABA: acido p-
aminobenzadico; DP: di-hidropteridina; DF: di-hidrofolato; dhfr: di-hidrofolato redutase; TF: acido tetra-

hidrofélico.

2.4.2 Indicacdes

As sulfonamidas atuam como agentes bacteriostaticos e possuem atividade
antimicrobiana contra bactérias gram-positivas e gram-negativas e alguns
protozoarios que sintetizam o préprio acido folico (DMITRIENKO et al., 2014). A SDZ
combinada com a pirimetamina € ativa contra o parasita Toxoplasma gondii. A acéo
sinérgica blogueia etapas sequenciais da via de sintese do folato, fazendo parte do

protocolo terapéutico da toxoplasmose no Brasil (BRASIL, 2011).

2.4.2.1 Toxoplasmose congénita

A toxoplasmose é uma zoonose cosmopolita causada pelo protozoario

Toxoplasma gondii, parasita obrigatério intracelular, infectante para diversos
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mamiferos (MCAULEY, 2014). A porcentagem de infectados € variavel, pois depende
das condicdes climaticas e do desenvolvimento social e econémico do local, uma vez
que estes parametros influenciam habitos alimentares e higiénicos (DUBEY et al.,
2012).

Os felinos (gatos) sdo os hospedeiros definitivos para os estagios de
reproducdo sexuada do T. gondii. O parasita apresenta trés estagios: taquizoitos
(trofozoitos), os quais rapidamente se proliferam e destroem células infectadas
durante a infeccdo aguda; bradizoitos, os quais multiplicam-se em cistos teciduais; e

esporozoitos no interior dos oocistos (MCAULEY, 2014).

Ha trés principais formas de transmissédo de T. gondii: ingestdo de alimento
ou agua contaminada com fezes de gato contendo oocistos do parasita, ingerir carne
malcozida contendo cistos do parasita no tecido e através da placenta, da mée para
o feto. A infeccdo congénita pode ocorrer quando uma mae néao infectada adquire a
infeccdo priméaria durante a gestacao, mas pode ocasionalmente resultar também de
uma reativacao latente em gestantes (KAYE, 2011; RAJAPAKSE et al., 2013).

No Brasil, a soroprevaléncia de T. gondii varia em diferentes regides do
territorio, apresentando uma média de 40% de gestantes susceptiveis a toxoplasmose
(FEREZIN; BERTOLINI; DEMARCHI, 2013; MOURA et al., 2013; SILVA, M. G;
VINAUD; CASTRO, 2015). Inclusive Barbosa, Holanda e Andrade-Neto (2009)
identificaram que cerca de 33% das gestantes s@o vulneraveis a infecgdo primaria
durante a gestacdo em Natal, capital do Rio Grande do Norte.

A incidéncia de casos de toxoplasmose congénita no Brasil varia de 4 até 13
casos por 10000 nascidos vivos entre as regides do pais (BICHARA et al., 2012;
BISCHOFF et al., 2016; CARELLOS et al., 2014b; INAGAKI et al., 2012), com altas
taxas de casos sintomaticos (79,2%) (BISCHOFF et al., 2016).

A maioria das criancas com toxoplasmose congénita € assintomatica ao
nascimento, mas pode apresentar sequelas tardias, como hepatoesplenomegalia,
problemas oftalmoldgicos, cardiacos, neurolégicos e graves anomalias congénitas,
chegando até mesmo morte fetal. A gravidade depende da época da gestacdo em que
ocorreu a transmissdo congénita, a infeccdo no primeiro trimestre pode implicar em
sequelas mais graves (CAPOBIANGO et al., 2014; SINGH, 2016).
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Apdés o0 nascimento, sugere-se iniciar o tratamento imediatamente em
neonatos com toxoplasmose adquirida na gestacdo (comprovada, provavel ou
suspeita). Os farmacos recomendados para o tratamento da toxoplasmose congénita
sao sulfadiazina e pirimetamina (antifolatos), considerado o melhor regime terapéutico
estabelecido (RAJAPAKSE et al., 2013), associado ao acido folinico, utilizados de
forma continuada durante 12 meses, para casos confirmados ou que nao foi possivel
a exclusédo da infeccao, independente da presenca de sinais e/ou sintomas da doenca.
A dose de SDZ preconizada é de 100 mg/kg/dia divididos em duas doses diarias
(BRASIL, 2011).

Como medida de garantia do acesso, a SDZ pertence a Relagdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (RENAME) e esta disponivel no Sistema Unico de Satde
(SUS) através do Componente Estratégico da Assisténcia Farmacéutica na forma
farmacéutica de comprimido (500 mg) (BRASIL, 2017). Para tratamento pediatrico, o
Ministério da Saude recomenda produzir solu¢cdes em farmacias de manipulacdo
(BRASIL, 2011).

2.4.3 Aspectos quimicos

Figura 2 - Estrutura quimica da SDZ
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Fonte: O autor.

A SDZ possui féormula molecular C1oH10N4O2S com massa molar de 250,28
g/mol (Figura 2). Caracteriza-se como um p6 branco ou branco-amarelado, inodoro,
fotossensivel, praticamente insolivel em agua, muito pouco soluvel em etanol e

acetona e insoluvel em cloroférmio (BRASIL, 2010b).
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A SDZ, assim como o grupo das sulfonamidas, apresenta dois grupos
ionizaveis: um grupo amina aromatico basico e um grupo amida acido. Os valores de
pKada SDZ séao 2,01 e 6,99, logo ela apresenta uma forma neutra em 2,01 < pH <
6,99. Em pH < 2,01, o grupo amina é capaz de receber um préton, enquanto o grupo
amida pode liberar um proton em um pH > 6,99 (ACOSTA-RANGEL et al., 2018).
Dessa forma, em pH inferior a 2,01 e superior a 6,99, a SDZ (forma ionizada) encontra-
se mais soluvel no meio. A Figura 3 apresenta a distribuicdo das espécies conforme
alteracao de pH do meio.

Figura 3 — Distribuicdo das formas ionizadas e n&o-ionizada da SDZ conforme
alteracao de pH
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Fonte: Adaptado do Marvin Sketch 6.1

A hidrossolubilidade da SDZ é muito baixa (0,074 mg/mL) (DELRIVO; ZOPPI,
LONGHI, 2012) e é considerada praticamente insollvel, o que consequentemente,
afeta a sua biodisponibilidade. Ademais, também apresenta baixa permeabilidade,
portanto, pertence a classe IV do Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (baixa
solubilidade e baixa permeabilidade) (FERREIRA, 2010). Além disso, apresenta log P
igual a -0,09 (BIALK-BIELINSKA et al., 2012).
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2.4.4 Aspectos farmacocinéticos

Administrada por via oral, a SDZ é rapidamente absorvida pelo trato
gastrointestinal alcancando concentracdes sanguineas maximas em 3 a 6 horas.
Aproximadamente 55% do farmaco liga-se as proteinas plasmaticas. Assim como as
demais sulfonamidas, € metabolizada no figado, apresentando a sulfonamida N4-
acetilada como o principal derivado metabdlico, sem atividade antimicrobiana. E
rapidamente excretada pelo rim, seja na forma livre ou na acetilada (HILAL-DANDAN;
BRUNTON, 2015).

2.4.5 Transformacéo para uso pediatrico

A SDZ é comercializada apenas sob a forma farmacéutica sélida de
comprimidos (500 mg) e para permitir o tratamento do publico pediatrico € necessario
realizar a transformacéo de forma farmacéutica. Estudos de base hospitalar indicaram
gue este antimicrobiano tem sido transformado de comprimido para suspensao oral e
papel medicamentoso (BRITTO et al., 2017; GONCALVES; CAIXETA; REIS, 2009;
MARINHO; CABRAL, 2014; PEREIRA et al., 2016).

Em 2004, o primeiro estudo de estabilidade de preparacdes liquidas orais de
SDZ a partir de comprimidos foi realizado com agua para injetaveis e a formulagéo
preparada perdeu quantidade superior a 10% em menos de 2 dias em temperatura
ambiente (PATHMANATHAN et al., 2004). Portanto, a transformacdo usando agua
como veiculo ndo garante eficacia no tratamento, pois a perda no teor gera doses
subterapéuticas acarretando piora do quadro clinico. Outros estudos ja foram
realizados com matéria-prima de SDZ e suspensfes comerciais como veiculos. A
formulacdo usando uma mistura de Ora-Plus e Ora-Sweet (1:1) se manteve estavel
por 60 dias em refrigeracdo e em temperatura ambiente (LOYD JR, 2011), enquanto
se manteve estavel por 120 dias em SyrSpend® SF PH4 como veiculo (FERREIRA
et al., 2016). No entanto, essas suspensdes orais por apresentarem valor
relativamente elevado, ndo representam uma alternativa ao SUS. E necessario buscar
novas alternativas que nao onerem o tratamento e que apresentem estabilidade,

seguranca e eficacia.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Preparar adaptacdes farmacéuticas de sulfadiazina, a partir de comprimidos,
com composi¢ao e processo de preparo simples, e realizar o estudo de estabilidade

dessas formulacbes em diferentes temperaturas de armazenamento durante 30 dias.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar adaptacdes farmacéuticas de sulfadiazina empregando veiculos
simples e de baixo custo;

e Desenvolver e validar método analitico para avaliacao de teor de sulfadiazina
nas adaptacdes por Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia (CLUE);

¢ Realizar adequabilidade dos métodos microbiolégicos para as transformacoes;

e Realizar o estudo de estabilidade fisica, quimica e microbiolégica dessas

adaptacdes farmacéuticas.
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4 MATERIAL E METODOS

Esta pesquisa foi desenvolvida no Laboratorio de Controle de Qualidade do
Nucleo de Pesquisa em Alimentos e Medicamentos (NUPLAM) em parceria com o
Laboratério de Controle de Qualidade de Medicamentos (LCQMed) da Faculdade de

Farmécia, ambos da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (UFRN).

4.1 MATERIAIS

4.1.1 Insumos farmacéuticos e reagentes

Os comprimidos de SDZ (500 mg) foram fornecidos e fabricados pela FURP
(Fundacao para o Remédio Popular), lote 150549. Além do principio ativo, segundo a
bula, continham os excipientes: amido, estearato de magnésio, manitol, amidoglicolato
de sdédio e laurilsulfato de sodio. O padrédo secundario de SDZ foi adquirido da Sigma-

Aldrich (Séo Paulo, Brasil). O acido p-aminobenzéico foi adquirido da Infinity (Brasil).

O solvente acetonitrila (ACN) grau-CLAE foi adquirido da J. T. Baker
(Phillipsburg, EUA). O &cido acético glacial e o hidroxido de sédio foram adquiridos da
Sciavicco (Belo Horizonte, Brasil). Agua ultra purificada foi obtida com o sistema de
purificacdo de agua Milli-Q Advantage® (Millipore, Bedford, USA).

4.1.2 Meios de cultura

Os meios de cultura Agar Sabouraud-Dextrose, Agar MacConkey, Agar
Triplice Agcucar-Ferro (Kasvi, Italia); Caldo Caseina-Soja, Caldo MacConkey (Becton,
Dickinson and Company, Sparks, EUA); Agar Caseina-Soja e Agar Lisina (Titan
Biotech, Rajasthan, india); Agar Citrato Simmons, Meio SIM, e Agar Eosina Azul de
Metileno (Himedia, india) foram preparados conforme instrucdes do fabricante e

esterilizados em autoclave (Hi Speed NX, Baumer, Sado Paulo, Brasil).
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4.1.3 Cepas

Para os testes microbioldgicos foram utilizados os microrganismos descritos
na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010a): Aspergillus brasiliensis ATCC 16404,
Candida albicans ATCC 10231, Escherichia coli ATCC 8739, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 9027 e Staphylococcus aureus ATCC 6538.

4.2 CARACTERIZACAO DOS COMPRIMIDOS

Os comprimidos de SDZ foram a fonte de insumo ativo para o preparo das
formulacdes liquidas. Para garantir a qualidade dos comprimidos, foi realizada a

determinacao do peso e o teor dos comprimidos.

Vinte comprimidos foram individualmente pesados em balanc¢a analitica digital
(XS205DU, Mettler Toledo, Barueri, Brasil). Foram calculados o peso médio e o desvio

padréo (DP), conforme recomenda a Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010a).

A determinacgéo do teor de SDZ nos comprimidos foi realizada empregando
cromatografo liquido de alta eficiéncia (Chromaster, Hitachi, Japao) constituido de
sistema de bombas quaternéaria (modelo 5160), auto amostrador (modelo 5260), forno
da coluna (modelo 5310) e sistema de deteccao de arranjos de diodo (modelo 5430).
Foi utilizado o método descrito na monografia da SDZ comprimidos da Farmacopeia
Brasileira (2010b). Foi usada uma coluna LiChroCART 250-4, C18 (25cm x4 mm x5
pum) mantida a temperatura ambiente. A fase movel era composta de mistura de agua,
acetonitrila e acido acético (87:12:1) com fluxo de 1,0 mL/min. Foi injetado um volume
de 10 pL da solugéo de SDZ (1 mg/mL).

4.3 PREPARO DAS FORMULAGCOES LIQUIDAS

Foram selecionadas duas formulacdes de SDZ (100 mg/mL) com veiculos
simples presentes na literatura (SOUZA, 2003) usando comprimidos (500 mg) como
fonte de insumo farmacéutico para investigar a estabilidade. A concentracdo adotada
foi baseada na posologia da SDZ para criangas de 100 mg/kg/dia baseada em estudos
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de padronizacdo (ENGELS et al., 2016). A composicado das formulacdes pode ser

observada na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicao das formulacdes

Formulacéao Agente suspensor Veiculo
A Metilcelulose 1% (p/v) Xarope simples 85%
B - Sorbitol 70%

Fonte: O autor.

4.2.1 Suspenséo A

O xarope simples preparado em laboratério conforme o Formulario Nacional
da Farmacopeia Brasileira (solucdo de sacarose 85%) foi utilizado como veiculo na
suspensdao A (BRASIL, 2012; GLASS; HAYWOOD, 2006). Foram pesados 40
comprimidos de SDZ (500 mg) e triturados usando gral e pistilo durante trés minutos
até a formacédo de um po6 fino. Em seguida, foram adicionados 2 g de metilcelulose,
promovendo a homogeneizacdo dos pds. Em seguida, foi transferido gradualmente
guantidade suficiente de xarope simples para o gral sob constante homogeneizacgao
para levigacdo dos pdés. Posteriormente, a formulacao foi transferida para um célice a
fim de completar com uma quantidade suficiente de veiculo para 200 mL.

4.2.2 Suspenséao B

A suspensao B foi preparada utilizando comprimidos de SDZ e solugéo de
sorbitol 70% (GLASS; HAYWOOD, 2006). Foram triturados 40 comprimidos de SDZ
(500 mg) usando gral e pistilo por trés minutos. Em seguida, foi transferido
gradualmente quantidade suficiente de solucdo de sorbitol 70% para o gral sob
constante homogeneizacao para levigagdo dos pos. Posteriormente, a formulagéo foi

transferida para um calice a fim de completar até o volume final (200 mL).
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4.4 METODO DE DOSEAMENTO

A Farmacopeia Brasileira (2010) preconiza a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) como metodologia analitica para analise de doseamento de
Sulfadiazina em comprimidos. Todavia, a Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
(CLUE), outra técnica de cromatografia usada para separacdo de componentes em
misturas, oferece como vantagens um menor consumo de solventes, separagcao mais
rapida e propriedades de resolucdo melhores (GUMUSTAS et al., 2013; KUMAR et
al., 2012). Por estas razdes, os autores decidiram desenvolver um método utilizando

CLUE partindo das condi¢@es originais do método farmacopeico (BRASIL, 2010b).

Foi utilizado um cromatografo (UFLC XR, Shimadzu) equipado com
degaseificador DGU-20As, sistema de bombas binario LC-20AD XR, auto amostrador
SIL-20AC XR, forno da coluna CTO-20AC, sistema de deteccdo DAD SPD-M20A e
mddulo de comunicagdo com o computador CBM-20A; e uma coluna Zorbax Eclipse
Plus C18 (2,1 mm x 50 mm x 1,8 um) (Agilent, EUA). As areas dos picos foram
integradas e o0s parametros cromatograficos calculados através do software LC

solutions (Shimadzu).

A fase mével isocrética foi composta de acido acético glacial 1% (v/v) (A) e
ACN (B) (87:13, v/v). Os componentes da fase movel foram filtrados sob vacuo através
de filtro microporoso de 0,22 um. O fluxo da fase mével foi de 0,2 mL/min e o volume
injetado de amostra foi 1 uL. A temperatura de analise foi de 25 °C, com deteccdo em
266 nm.

4.4.1 Preparo da solucdo amostra

Para o preparo da solucdo de amostra teste foi pesado quantidade
equivalente a 2 mL de SDZ da formulagéo (100 mg/mL), baseando-se na densidade
da amostra (calculada conforme item 4.7.1.5), para baldo volumétrico de 100 mL e
dissolvido com 75 mL de hidréxido de sédio 0,025 M, onde permaneceu em ultrassom
por 10 minutos. Finalizado o tempo, o baldo foi completado com o mesmo solvente e

homogeneizado. Em seguida, foi transferido 0,5 mL da solucdo recém preparada para
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outro baldao volumétrico de 50 mL. Hidréxido de sodio 0,025 M foi adicionado até

completar o volume (concentracéo final de 0,02 mg/mL).

4.4.2 Preparo da solucao padréo de SDZ

A solucao padrao de SDZ foi preparada em hidréxido de sddio 0,025 M pela
dissolucéo de 10 mg do padrao secundario de SDZ em baldo volumétrico de 10 mL.
Em seguida, 1 mL foi transferido para um baldo volumétrico de 50 mL e o volume

completado com hidroxido de sodio 0,025 M (concentracao final de 0,02 mg/mL).

4.5 VALIDACAO DO METODO DE DOSEAMENTO

Para demonstrar que o método é apropriado e confiavel para a determinacéo
guantitativa de SDZ nas transformacdes farmacéuticas € necessario realizar a
validacdo do método. O método foi validado baseado nas exigéncias da RDC n° 166,
de 24 de julho de 2017. Foram avaliados os parametros: seletividade, linearidade,
intervalo, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), exatiddo e robustez

(BRASIL, 2017). Limite de deteccéo e de quantificacdo também foram avaliados.

4.5.1 Seletividade

A seletividade é a capacidade que o método possui de identificar ou quantificar
o analito de interesse na presenca de outros componentes que podem estar presentes
na amostra, como impurezas, produtos de degradacéo, diluentes e componentes da
matriz (BRASIL, 2017).

Como o sistema cromatografico também pode produzir respostas para
substancias que nao séo de interesse, a seletividade do método precisa ser avaliada.
Inclusive deve ser comprovada a pureza cromatografica do sinal do analito atraves do
auxilio de detectores de arranjo de fotodiodos para garantir que o pico cromatografico

€ atribuido a um s6 componente (BRASIL, 2017).
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Assim, a seletividade do método foi avaliada através da comparacdo dos
cromatogramas das solucdes obtidas do estudo de degradacéo for¢cada, da solucéo
padrdo, das solu¢des das amostras, das solu¢des dos veiculos e do diluente, a fim de
verificar qualquer interferéncia entre eles. Além da avaliagdo da pureza do pico de

SDZ apresentado nas corridas analiticas.

4.5.1.1 Estudo de degradacéo forcada

Para demonstrar auséncia de interferéncia de produtos de degradacdo €&
necessario expor a amostra a condi¢cdes de degradacdo em ampla faixa de pH, de
oxidacdo, de calor e de luz (BRASIL, 2017). Portanto, o estudo de degradacao forcada
auxilia na avaliacdo da seletividade do método frente aos possiveis produtos de
degradacdo e pode ser empregado na avaliacdo de um método como indicativo de

estabilidade.

Inicialmente foi preparada uma solucao estoque das suspensdes de SDZ. Foi
pesado massa equivalente a 200 mg de SDZ da suspensédo (A ou B) em um baléo
volumétrico de 100 mL e adicionado hidroxido de sédio 0,025 M. Foi levado para o
banho ultrass6nico por 10 minutos para completa dissolucdo. Posteriormente foram
transferidos 0,5 mL dessa solucdo para cada condicao de estresse avaliada dissolvida
também em hidroxido de sédio 0,025 M. As condi¢Bes de estresse (acida, basica,
fotolitica, térmica e oxidativa) foram estabelecidas a partir de outros estudos
(GHANEM, M. M.; ABU-LAFI, 2013).

Na degradacéo &cida, foram adicionados 3 mL de acido cloridrico 1 N, para
alcancar um pH de aproximadamente 2. Apos 120 minutos, a amostra foi neutralizada
com 1 mL de hidroxido de sédio 1 N. Néo foi adicionado nenhuma solucdo basica
forte, pois o diluente j4 garante ao meio pH de aproximadamente 12, logo a amostra
foi avaliada em 48 horas. Na degradacao oxidante, 1 mL de solucédo de peroxido de
hidrogénio 10% foi adicionado e o bal&o foi preenchido até a metade do volume com
hidréxido de sédio 0,025 M, onde permaneceu sob agitagdo em temperatura ambiente
por 24 horas. Na degradacéo pelo calor, a solu¢ao foi armazenada em estufa a 70 °C
durante 72 horas, enquanto na degradacao fotolitica, a solugdo foi exposta a luz UV

(365 nm) por 48 horas. Apos atingir o tempo de exposicdo em todos 0s casos, 0S
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bal6es foram preenchidos com hidroxido de sodio 0.025 M e homogeneizados. Em
seguida, as solucdes foram filtradas em filtro de seringa de PTFE 0,45um e injetadas

em cromatégrafo.

45.2 Linearidade e Faixa de Trabalho

Trata-se da capacidade de obter respostas analiticas diretamente
proporcionais a concentracdo do analito, dentro de uma faixa estabelecida (BRASIL,
2017). Foi adotada a faixa de 70% a 130% da concentracao teérica do teste. Para
este parametro, trés curvas analiticas foram preparadas, cada uma a partir de uma
mesma solucdo mae, apresentando sete niveis de concentracdes diferentes dentro
do intervalo do estudo: 0,014 mg/ml, 0,016 mg/mL, 0,018 mg/mL, 0,020 mg/mL, 0,022
mg/mL, 0,024 mg/mL e 0,026 mg/mL.

Os dados foram tratados por regressao linear pelo método dos minimos
quadrados dos pontos médios das trés curvas de calibracdo para confirmacdo da
linearidade. O coeficiente de correlacéo (r) deve ser igual ou superior a 0,99 (BRASIL,
2017). A homocedasticidade ou variancia constante dos residuos foi analisada através
de grafico de residuos, a fim de garantir que os erros obtidos nas analises séo

aleatdrios e ndo provenientes de tendéncias da metodologia.

4.5.3 Limite de deteccao (LD) e Limite de Quantificacao (LQ)

Limite de deteccédo é a menor quantidade do analito presente em uma amostra
capaz de ser detectada, mas ndo necessariamente quantificada, sob condicdes
experimentais estabelecidas, enquanto o limite de quantificacdo é a menor quantidade
do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatidao
aceitaveis, sob condicGes experimentais estabelecidas (BRASIL, 2017). OLD e o LQ

tedrico foram estimados através das equacdes, respectivamente,

_ DPa % 3,3

LD
IC
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_ DPa x 10

Le Ic

em que DPa é o desvio padréo do intercepto com o eixo de Y (coeficiente linear) de
trés curvas de calibracdo dos ensaios de linearidade, e IC é a inclinagdo da curva de
calibracao (coeficiente angular) (BRASIL, 2017). Foram confirmados pela preparacao
das solugbes com as concentracbes estimadas e a avaliagcdo visual dos

cromatogramas obtidos.

4.5.4 Precisao

Precisdo € a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos por meio de
ensaios com as amostras preparadas semelhante ao método analitico a ser validado
de maneira independente umas das outras. Pode ser expressa em repetibilidade
(precisdo intra-corrida), precisdo intermediaria (precisdo inter-corrida) ou
reprodutibilidade (BRASIL, 2017).

A precisao deve ser demonstrada pela disperséao dos resultados, calculando-

se o desvio padréo relativo (DPR) segundo a formula,

DPR = X 100

em que, DP é o desvio padrao e CMD, a concentracdo média determinada. O critério
de precisdo adotado foi de DPR inferior a 5%.

4.5.4.1 Repetibilidade

A repetibilidade avalia as amostras sob as mesmas condi¢des de operacao,
mesmo analista e mesma instrumentacdo em uma Unica corrida analitica (BRASIL,
2017). Foram utilizadas 6 réplicas na concentragdo de 0,02 mg/mL individualmente
preparadas para avaliacdo da repetibilidade.
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4 .5.4.2 Precisao intermediaria

Trata-se da concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio, porém
obtidos em pelo menos dois dias diferentes, com analistas distintos. Este parametro
contempla o mesmo numero de determinacfes descritas na avaliacdo da

repetibilidade em cada dia, totalizando 12 determinagoes.

455 Exatidao

Segundo a ANVISA (BRASIL, 2017), exatidao é a proximidade dos resultados
individuais obtidos pelo método em estudo em relacdo a um valor aceito como
verdadeiro. Deve ser obtida através do grau de concordancia entre os resultados

individuais do método em estudo em relagcdo a um valor aceito como verdadeiro.

A exatidao foi determinada usando concentracfes baixa, média e alta (70, 100
e 130%), contemplando o intervalo linear do procedimento, com trés réplicas em cada
nivel. As amostras foram preparadas de maneira independente, utilizando apenas da
mesma solucdo mae da SQR e os veiculos (A e B). A exatiddo foi expressa pela
relacdo entre a concentracdo média determinada experimentalmente e a
concentragdo tedrica correspondente, conforme férmula abaixo. O critério de exatidao

do método foi de recuperacfes de SDZ de + 2%.

o concentragdao média experimental
Exatidao = — — x 100
concentragao tedrica

4 5.6 Robustez

E a capacidade da metodologia analitica em resistir a pequenas variacées das
condi¢cbes analiticas. Caso seja verificado variagdes nas condicdes analiticas, estas

devem ser controladas por medidas preventivas descritas no método (BRASIL, 2017).
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Foram analisadas amostras em triplicata para cada item alterado. As
modificacdes, conforme Tabela 2, foram: variagcdo na composicao da fase mével, fluxo

da fase movel e temperatura do forno.

Tabela 2 - Alteragcdes nos parametros analiticos para avaliagdo da robustez do
método analitico para quantificacdo de SDZ em CLUE-DAD

» . Condicéo _
Variavel Inferior o Superior
original
Proporcao de fase movel (B) 88:12 87:13 86:14
Fluxo da fase movel 0,18 mL/min 0,20 mL/min 0,22 mL/min
Temperatura do forno 24 °C 25°C 26 °C

Fonte: O autor.

Para avaliar a influéncia desses fatores sobre os métodos foi determinado o
DPR entre os valores de teor obtidos com a condic&o original e as variagdes aplicadas,

sendo aceitavel um DPR de até 5%.

4.6 ADEQUACAO DOS ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Os métodos microbiol6gicos farmacopeicos precisam ser verificados frente a
cada produto, uma vez que as formulacbes podem apresentar propriedades
antimicrobianas especificas ligadas a presenca de conservantes, do proprio principio

ativo, ou mesmo de outros excipientes (RAMOS, 2010).

Para demonstrar a adequagdo dos meétodos farmacopeicos, é necessario
avaliar previamente a capacidade da amostra de inibir o crescimento microbiano. A
adequacdo do método requer o uso de microrganismos teste para a recuperagao
microbiana. Caso ocorra inibicdo do crescimento microbiano, a Farmacopeia
Brasileira (2010a) apresenta os métodos de neutralizagdo: diluicdo, uso de

neutralizantes especificos, filtragdo por membrana e associacdo de ambos.
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A inibicdo do crescimento microbiano decorrente do efeito bacteriostatico da
SDZ pode ocasionar resultado falso-negativo nas técnicas de contagem microbiana,
dependentes da formagdo de colonias ou da turvacdo para a detecgdo de
contaminantes. Portanto, se faz necessario neutralizar a atividade antimicrobiana.
Segundo a Farmacopeia Brasileira, 52 edicdo (BRASIL, 2010a), a acao inibitéria das
sulfonamidas no crescimento microbiano pode ser neutralizada por um excesso de
PABA no diluente ou no meio de cultura como agente neutralizante quimico, para
ocorrer inibicdo competitiva entre a SDZ e o PABA. Como trata-se de neutralizante
guimico especifico, foi necessario demonstrar a eficacia da acédo neutralizante e a

auséncia de toxicidade frente aos microrganismos testados.

O procedimento deve ter as mesmas condicdes do teste de limite microbiano:
preparo da amostra, tipo de meio de cultura e condi¢cbes de incubacdo (BRASIL,
2010a). Para analisar formas farmacéuticas liquidas orais ndo estéreis de produtos
sintéticos, a Farmacopeia Brasileira (2010a) estabelece a contagem total de bactérias

aerobias, a contagem de fungos e leveduras e a pesquisa de E. coli.

4.6.1 Preparo da suspensao microbiana e do in6culo padrao

Foram repicados os microrganismos teste dos tubos da cultura de estoque
para tubos com 10 mL de Agar Caseina-soja (bactérias), incubando a 32,5 °C + 2,5
°C por 18-24h, ou 10 mL de Agar Sabouraud-dextrose (fungos e leveduras), incubando
22,5°C £ 2,5°C por 2-3 dias para C. albicans e por 5-7 dias para A. brasiliensis. Foram
utilizadas cepas microbianas de referéncia no maximo na 52 geracao, contadas a partir
da cultura ATCC original (BRASIL, 2010a).

Cumprido periodo de incubacdo supracitado, a partir do crescimento
microbiano obtido no meio de cultura em tubo, foi preparada suspensédo microbiana
de cada cepa, transferindo uma algcada de massa microbiana da superficie do meio
de crescimento para tubo contendo 10 mL de solucdo tampéao fosfato pH 7,2 estéril.
Apdés homogeneizagdo da suspensao inicial, foram feitas a partir dela diluicbes
seriadas decimais de 10! a 10, transferindo 1 mL da suspensdo mais concentrada
para 9 mL de solucdo tampdao fosfato pH 7,2 estéril. Ao preparar a suspensdo de

esporos de A. brasiliensis, foi adicionado 0,05% de polissorbato 80 na solugéo tampéo
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fosfato pH 7,2. As suspensdes foram usadas dentro de um periodo de 2 horas
(BRASIL, 2010a).

Apo6s homogeneizacao, foram transferidos 10 pL das diluicdes microbianas
para placas estéreis em triplicata e adicionados 20 mL de &gar caseina-soja e agar
Sabouraud-dextrose, para contagem de bactérias aerObias e de fungos,
respectivamente. As placas de agar caseina-soja foram incubadas por até 3 dias a
32,5°C 2,5 °C e as placas de 4gar Sabouraud-dextrose por até 5 dias a 22,5 °C £
2,5 °C. Em seguida, foram feitas as contagens das unidades formadoras de colonias
e calculadas as médias das triplicatas. O menor fator de diluicio possivel com
guantidade menor ou igual 100 UFC/mL foi considerado o in6culo padréo para cada
microrganismo teste (BRASIL, 2010a).

4.6.2 Método de neutralizacdo da atividade antimicrobiana

Para demonstrar que a recuperacao de um baixo in6culo ndo € inibida pela
amostra teste nem pelo método de neutralizacdo, foram preparados trés grupos em
triplicata: (T) produto neutralizado com indculo, (N) neutralizante com indculo e (C)
in6culo na auséncia de produto e neutralizante. A recupera¢do dos microrganismos
teste deve ser igual ou superior a 50% (BRASIL, 2010a) através da comparacao entre
o grupo (T) e o grupo (N), o qual representa a eficacia da neutralizagdo, bem como
comparacao também entre o grupo (C) e o grupo (N), a fim de demonstrar auséncia
de toxicidade do agente neutralizante. Além disso, é importante recuperar e identificar

0 patdgeno no teste de pesquisa de patdégeno.

O PABA foi adicionado aos meios de cultura (dos grupos T e N) durante o
preparo, agar caseina soja e agar Sabouraud-dextrose na concentracdo de 1 g/L, e

ao caldo de enriquecimento, 2 g/L, antes da esterilizagcao.
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4.6.3 Recuperacdo dos microrganismos mesofilos por semeadura em

profundidade

As amostras (T) foram preparadas diluindo o equivalente a 10 mL das
formulacées em caldo de Caseina-soja, com a proporcao de formulagéo e diluente de
1:10. Em triplicatas, foi adicionado 1 mL das amostras testes em placas de Petri
estéreis e aliqguota de 10 pL da suspensdo do in6culo padrdo do microrganismo
selecionado para o teste. Posteriormente, foram adicionados 20 mL de agar caseina-
soja com PABA em cada placa, para contagem de aerébios totais, ou 20 mL de agar
Sabouraud-dextrose com PABA para contagem de fungos. O contetdo das placas foi
homogeneizado manualmente com movimentos circulares e “em forma de oito”. As

placas foram incubadas conforme Tabela 3.

Tabela 3 - Condi¢cOes de crescimento dos microrganismos-testes para adequacéo do
meétodo de contagem microbiana na presenca de SDZ

Microrganismo e ATCC I\ésll?ufz C?nncddﬁgzsa:e
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Pseudomonas aeruginosa ATCC Agar Casei
9027 gar Laseina- 35 5 oc + 2,5 °C por até 3
. _ soja com ou )

Candida albicans ATCC 10231 sem PABA dias
Aspergillus brasiliensis ATCC

16404
Candida albicans ATCC 10231 Agar

. o Sabouraud- 22,5°C £2,5°C por até 5

Aspergillus brasiliensis ATCC dextrose com ou dias

16404 sem PABA

Fonte: O autor.

O grupo (N) foi preparado, em triplicata, adicionando 1 mL de caldo de
Caseina-soja em cada placa em substituicdo a amostra, aliquota de 10 pyL da
suspensao do indculo padrao do microrganismo selecionado para o teste, bem como
da adicdo do meio de cultura com neutralizante, seguindo 0 mesmo procedimento

adotado para as amostras testes.
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Semelhantemente o grupo (C) foi preparado usando meio de cultura sem
adicao de neutralizante. Também foram realizados controles de esterilidade de cada

meio de cultura e placa e dos tampdes diluidos.

O crescimento das coldnias foi avaliado por até 3 dias para bactérias e até 7
dias para fungos e leveduras. Foram utilizadas a média das placas em cada teste e
controle, e calculado o numero de unidades formadoras de olénia (UFC). Somente as
placas que apresentarem numero de col6nias inferior a 250 para bactérias e C.
albicans e 80 para A. brasiliensis por placa foram consideradas para registro dos

resultados.

4.6.4 Pesquisa de E. coli

As amostras foram preparadas em diluicdo de 1:10 (T), utlizando o
equivalente a 1 mL da formulacdo em 9 mL de caldo caseina-soja adicionado de PABA
(2 g/L). Também foram preparados controles apenas com caldo de caseina-soja com
e sem adicao de neutralizante (grupos N e C, respectivamente). Foram adicionados
10 pL do indculo padréo de E. coli (ATCC 8739) para os tubos de ensaios de andlise.
Apds homogeneizacado com agitador de tubos, foram incubados a 32,5 + 2,5 °C por
18 a 24 h. Apés o periodo de incubacéo, foram homogeneizados e 1 mL de cada tubo
foram transferidos para um frasco com 100 mL de Caldo MacConkey e incubados a
43 +1°C por 48h. Apds esse periodo de incubacao, foram repicados por esgotamento,
com o auxilio de uma alca bacterioldgica, do caldo MacConkey para placa com agar
MacConkey e incubados a 32,5 + 2,5 °C por 18h. Foram realizados controle de
esterilidade de cada meio de cultura utilizado no teste por pelo menos 72h.

Ao final do periodo de incubacdo, prosseguiu-se com a caracterizacao

morfotintorial e os testes bioquimicos para a confirmacéo de E. coli.

4.6.4.1 Testes confirmativos para E. coli

A colbnia isolada do agar MacConkey foi repicada para agar Caseina-soja em
tubo e incubada por 18 a 24 horas a 32,5 + 2,5 °C para em seguida prosseguir com a

coloragéo de Gram e as provas bioquimicas. Foram realizados testes em agar Eosina
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Azul de Metileno, agar Triplice Agucar-Ferro, meio SIM, agar Citrato Simmons e agar

Lisina Ferro. A presenca da E. coli foi verificada através dos seguintes resultados:

v
v

Coloracédo de Gram: bacilos Gram negativos (vermelho);

Teste em Agar Eosina Azul de Metileno: a col6nia suspeita foi transferida do
meio TSA para placa contendo EMB e incubada a 32,5 + 2,5 °C por 24h. O
teste € valido se houver crescimento de coldnias pretas-esverdeadas com ou
sem brilho metalico;

Teste em Agar Triplice Aclcar-Ferro: a colbnia suspeita do meio TSA foi
inoculada em um tubo contendo TSI na superficie do meio e incubada a 32,5
+ 2,5 °C por 24h. O teste é valido se a parte superior do tubo apresentar reacao
acida (cor amarela) e na base reacdo 4cida (cor amarela), com formacéo de
gas (bolhas ou meio fragmentado) e negativo para H2S (auséncia de
precipitado negro);

Teste em meio SIM: a col6nia do tubo de TSA foi inoculada em picada para
meio SIM e incubada a 32,5 £+ 2,5 °C por 24 horas. Coldnias tipicas de E. coli
apresentam motilidade positiva (turbidez do meio que se difunde ao redor da
linha de inoculacao), indol positivo (coloracdo vermelha na superficie) revelada
pela adicédo do reativo de kovac’s e H2S negativo;

Teste em Agar Citrato Simmons: foi inoculada a colénia do tubo de TSA para
superficie de Agar Citrato de Simmons em tubo inclinado e incubada a 32,5 +
2,5 °C por 4 dias. O teste € valido se ndo ocorrer crescimento e a cor do meio
permanecer inalterada (verde).

Teste em Agar Lisina Ferro: a colénia do tubo de TSA foi inoculada no tubo
com LIA e incubada a 32,5 + 2,5 °C por 24 horas. O teste é valido se o fundo
e a rampa desenvolverem cor purpura devido a descarboxilacdo da lisina

(alcalinizagéo do meio).

4.7 ESTUDO DE ESTABILIDADE

As formulac¢des foram armazenadas nas temperaturas de armazenamento: 5

+ 3°% e 22,5 + 2,5 °C. As embalagens utilizadas sdo impermeaveis, portanto a

umidade n&o foi controlada. As formulacdes foram identificadas e armazenadas em

frascos bem fechados e protegidos da luz, em triplicata. As avaliacbes foram
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realizadas no tempo inicial (tempo zero) e nos intervalos de tempo de 7, 14 e 30 dias,

apos agitacdo, garantindo a redispersdo completa do sistema. Os critérios de

aceitacéo do estudo para a estabilidade das formulac¢des estao descritos na Tabela 4.

Em condi¢cdes de armazenamento iguais, os veiculos A e B também foram

analisados isoladamente quanto as caracteristicas organolépticas, pH e viscosidade.

Tabela 4 - Critérios de aceitacdo para a estabilidade das formulacdes

Teste Referéncia

Critério de aceitacao

Método da Farmacopeia

Teor Brasileira (52 ed.) modificado

Contagem total de

o Farmacopeia Brasileira (52 ed.)
aerdbios

Contagem de

, - a
leveduras Farmacopeia Brasileira (52 ed.)

Pesquisa de

patogeno Farmacopeia Brasileira (52 ed.)

95% < conteudo = 105%

<102 UFC/mL (valor
méaximo aceitavel = 200)

< 10' UFC/mL (valor
maximo aceitavel = 20)

Auséncia de E. coli

Fonte: O autor.

4.7.1 Estabilidade fisica

4.7.1.1 Caracteristicas organolépticas

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas: cor, odor, formacéo de grumos

ou tendéncia aparente de formar precipitados espontaneamente.

4.7.1.2 pH

A medida de pH foi realizada em aparelho de pHmetro (HI 221, Hanna,

Montreal, Canada) previamente calibrado.
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4.7.1.3 Caracterizacdo morfoldgica das particulas

A amostra foi distribuida uniformemente sobre a lamina a fim de evitar
particulas aglomeradas. O tamanho das particulas foi analisado adotando o método
de didmetro de Ferret (ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007). As analises
morfolégicas das particulas suspensas de SDZ foram realizadas em um microscopio
optico (T800, Taimin) com camera MDK 2000 acoplado a um computador. A camera
permite que imagens sejam geradas, referentes aos campos analisados pelo

programa Scopephoto. As imagens foram analisadas utilizando o programa ImageJ.

4.7.1.4 Viscosidade

Viscosidade é a expressdo da resisténcia de liquidos ao escoamento
(BRASIL, 2010a). A viscosidade cinemética foi determinada com o aparelho de
viscosimetro de efluxo — do tipo copo Ford (Gehaka, Sao Paulo, Brasil) usando 120
mL como volume de amostra. O orificio selecionado para analise foi o0 de nimero 04.
A viscosidade foi expressa em centiStokes (cSt). Em seguida, foi realizada a
conversdo do resultado para centiPoise (cP) utilizando os resultados obtidos da

densidade das amostras (item 4.7.1.5).

4.7.1.5 Determinacdo da densidade relativa

A densidade relativa é baseada na relacdo entre o peso de uma substancia
ao ar e o peso de igual volume de agua, ambos a 20 °C, usando-se um picnémetro
calibrado. O picnémetro vazio foi pesado e em seguida pesado novamente com agua
ultrapurificada a 20 °C. ApoOs seco, a amostra foi adicionada no picnémetro com o
cuidado de remover o excesso e levada a pesagem. A partir da diferenca da massa
do picnémetro cheio e vazio, foi obtido o peso da amostra. Em seguida, foi calculado
a relacdo entre a massa da amostra e a massa da agua, ambas a 20 °C, denominada
densidade relativa. Esse parametro foi realizado apenas no tempo inicial para

caracterizagao da amostra.
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4.7.2 Estabilidade quimica

O doseamento da SDZ foi realizado através da CLUE, conforme método
descrito no item 4.4, através das injecdes de solucdo padrdo e da solucdo amostra. A
partir dos cromatogramas obtidos, as areas dos picos foram determinadas e foi
calculado o teor de SDZ nas formulacdes a partir das respostas obtidas com a solu¢ao
padréao e a solugéo amostra.

A estabilidade da SDZ em todas as formulacdes foi determinada por calculo
da porcentagem a partir da concentracao inicial, sendo permitido uma variacao de até
+ 5% (BRASIL, 2010b).

4.7.3 Estabilidade microbiolégica

As formulacfes orais liquidas atendem aos requisitos microbianos se a
contagem total de aerdébios for inferior a 102 UFC/mL, se a contagem total de leveduras
for inferior a 10* UFC/mL e se for confirmada a auséncia de Escherichia coli em 1 mL
de amostra, conforme a Farmacopeia Brasileira, 52 edi¢cdo, para produtos ndo estéreis
(BRASIL, 2010a).

4.7.3.1 Contagem de microrganismos

A contagem total de microrganismos foi realizada a partir da diluicdo das
amostras na proporcédo de 1:10 com caldo de caseina-soja. Foi utilizada a técnica de
semeadura em profundidade, 1 mL da diluicdo da amostra foi transferido para a placa
de Petri estéril. O meio de cultura estéril com PABA foi vertido sobre cada uma das
placas contendo amostra, com subsequente homogeneizacdo com movimentos
circulares, as quais permaneceram sob a bancada de trabalho até solidificacdo a
temperatura ambiente. Em seguida, foram incubadas por até 5 dias em placas de agar
Caseina-soja a 32,5 + 2,5 °C para aerobios totais e até 7 dias em placas de agar
Sabouraud-dextrose a 22,5 + 2,5 °C para bolores e leveduras. As colbnias foram
contadas com auxilio de contador de colbnias e foi calculado o niumero de Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC) por mL. O niamero de UFC/mL da formulacdo foi

calculado através da média aritmética das placas de cada meio (BRASIL, 2010a).



53

4.7.3.2 Pesquisa de E. coli

A pesquisa de E. coli foi realizada inicialmente adicionando 1 mL da
formulacdo em 9 mL do caldo de enriquecimento (Caldo caseina-soja) acrescido de
PABA 2 g/L, sendo incubado em estufa a 32,5 + 2,5 °C durante 18 a 24 horas. ApoOs
incubacéo, foi transferido 1 mL da amostra enriquecida para 100 mL de Caldo
MacConkey, sendo incubado a 43 £ 1 °C durante 24 a 48 horas. Em seguida, foi
realizada uma cultura em placa de Agar MacConkey, sendo incubado novamente a
32,5+ 2,5 °C por 18 a 72 horas. As suspensfes cumpriram o teste quando nao foi
observado crescimento de colbnias (BRASIL, 2010a). Caso houvesse crescimento,

prosseguia com as provas bioquimicas para confirma¢do do microrganismo.

4.7.4 Andlises estatisticas

Os resultados obtidos do estudo de estabilidade foram expressos como média
das triplicatas + desvio padrdo da média. Esses dados foram estatisticamente
analisados pela andlise de variancia (ANOVA) e pelo teste-t Student utilizando o
software Prism® (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA). O nivel de significancia

considerado foi p < 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZAGCAO DOS COMPRIMIDOS

Para realizar o teste de determinacao do peso, foi calculado o peso médio dos
comprimidos previamente. O peso meédio encontrado foi de 587,81 mg. Segundo a
Farmacopeia Brasileira (2010a), comprimidos n&o revestidos com peso meédio
superior a 250 mg devem atender ao limite de variacéo de + 5% do peso médio. Logo,
os comprimidos atenderam ao critério de aceitacdo, uma vez que apresentaram
desvio dentro do intervalo permitido de -1,77% a 1,49% do peso médio, indicando,
assim, uniformidade de peso (Figura 4).

Figura 4 - Gréfico de disperséo do peso dos comprimidos de SDZ
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Fonte: O autor.

O teor de SDZ nos comprimidos foi 100,82% + 1,01 de conteldo nominal,
dentro da variagdo permitida de + 5% pela monografia de SDZ comprimidos (BRASIL,
2010b). Essas determinacdes foram realizadas para garantir que a fonte de insumo

farmacéutico ativo atendia as especificagdes farmacopeicas.
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5.2 VALIDACAO DO METODO ANALITICO

5.2.1 Seletividade

A partir da analise dos cromatogramas da solucéo diluente, das solucfes dos
veiculos e da solucdo padrdo, foi possivel comprovar a ndo existéncia de picos além
do pico padrdo de SDZ. Logo, ndo ha interferentes eluindo no mesmo tempo de
retencdo do analito. Além disso, a pureza do pico também foi verificada com o auxilio
do DAD. Na Figura 5, observa-se o pico do padréo da SDZ na corrida analitica em um

tempo de retengao de 1,25 minutos.

Figura 5 - Cromatograma do padréo de SDZ
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Fonte: O autor

No estudo de degradacéo forcada em condi¢cbes de estresse (acida, basica,
fotolitica, térmica e oxidativa), ndo foram observados novos picos relacionados a
produtos de degradacdo mesmo apos repeticdes do teste. Na Figura 6, observa-se o
cromatograma referente a suspensao de SDZ A submetida a degradacao forcada
acida, semelhante as demais condi¢cdes analisadas, exceto a degradacao forcada

oxidativa com a presenca do pico referente ao peroxido de hidrogénio (Figura 7).
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Figura 6 - Cromatograma da suspensédo de SDZ A submetida a degradacéao forcada
acida
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Fonte: O autor.

Figura 7 - Cromatograma da suspenséo de SDZ B submetida a degradacéo forcada
oxidativa
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Fonte: O autor.
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No entanto, foi identificada reducéo da area em algumas amostras, indicando
degradacdo da SDZ. A taxa percentual de reducéo de teor de cada formulacdo esta

apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 — Taxa de reducao de teor de SDZ nas suspensdes em condicdes de
estresse

Condicao de estresse Suspenséo A (%) Suspenséo B (%)
Acida (HCI 1 N; 2 h) 2,0 0
Basica (NaOH 0,025M;48h) 1,67 0
Fotolitica (365 nm; 48 h) 5,3 0
Térmica (70 °C; 72 h) 2,2 2,2
Oxidativa (H202 10%; 24 h) 8,0 5,3

Fonte: O autor.

De acordo com os dados da literatura, os principais produtos de hidrolise de
sulfonamidas sdo o &cido sulfanilico, sulfanilamida e anilina (CIOROIU et al., 2013).
Porém, semelhantemente, em outros estudos também ndo foram identificados
produtos de degradacdo mesmo apOs aumento da condicdo de estresse,
evidenciando a resisténcia da SDZ (BIALK-BIELINSKA et al., 2012).

As taxas de degradacdo de SDZ encontradas no presente estudo foram
baixas (inferiores a 10%), mas estdo de acordo com Ferreira et al. (2016) que
encontraram taxas de aproximadamente 3% para diversas condi¢des. Cioroiu et al.
(2013) identificaram produtos de degradacdo da SDZ de prata em diferentes
condicbes de estresse através de CLAE-DAD e espectrometria de massas em
concentragdes inferiores a 3%. Outros estudos também apontam a estabilidade da
SDZ em ambientes é&cidos, neutros e alcalinos (BIALK-BIELINSKA et al., 2012;
CONDE-CID et al., 2018). Em contrapartida, um estudo com SDZ sddica encontrou
taxa de degradacédo de aproximadamente 10% em condi¢fes acidas semelhantes ao
do presente estudo com apenas uma hora de exposi¢cdo (GHANEM, M. M.; ABU-LAFI,
2013).
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Os efeitos da temperatura (70 °C) foram analisados, porém pouco afetou o
principio ativo, uma vez que a reducao da area do pico cromatografico correspondeu
apenas a 2,2% em ambas suspensoes; esta observagédo esta em conformidade com
os dados disponiveis na literatura (FERREIRA et al., 2016).

A degradacdo oxidativa foi a mais expressiva comparada as demais
condicbes estudadas, apresentando uma degradacéao de 8,0% na suspensao de SDZ
A e de 5,3% na suspensado B. Em uma pesquisa com SDZ sddica, obteve-se uma
degradacéo de 10,8% ap0s exposicao a solucédo de H202 3% por 24 horas (GHANEM,
M.; ABU-LAFI; MOHAMMAD, 2013). Com exposi¢cdo a mesma solucao de peroxido
de hidrogénio, Friciu et al. (2016b) alcancaram uma degradagéo em suspensoes de
gabapentina de 14% com apenas 4 horas de exposicéo; enquanto Lewis et al. (2017)

obtiveram uma degradacéo de 53% de pirimetamina apds 24 horas.

5.2.2 Linearidade e Faixa de Trabalho

A linearidade do método foi determinada através da construcdo de trés curvas
analiticas, contemplando sete concentracbes e uma faixa de 70% a 130% da
concentracdo de trabalho. Os resultados do estudo de linearidade e a curva de

calibracédo estédo apresentados, respectivamente, na Figura 8 e na Tabela 6.

Figura 8 - Curva analitica para a quantificacdo de SDZ em CLUE-DAD
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Fonte: O autor.
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Tabela 6 — Avaliacdo da linearidade do método analitico para quantificacdo de SDZ
em CLUE-DAD

Concentracao (%) Concentracao (ug/mL) Area
152342

70 14 154232
156981

176843

80 16 181874
180605

200308

90 18 198457
199843

229345

100 20 224986
225111

248414

110 22 250616
255946

266217

120 24 270094
265852

284919

130 26 293389
292304

Fonte: O autor.

Um coeficiente de correlacao (r) de 0,9945 foi obtido, indicando, portanto, uma
adequada correlacdo entre a concentracao do analito e a area do pico de interesse.
Também foi calculada a equacédo da reta y=11329x-2351,2. Para esta analise o

método apresentou resposta linear na faixa de 0,014 a 0,026 mg/mL de SDZ.
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Os dados foram considerados homocedasticos, pois a variancia dos
resultados de y foi constante para cada valor de x apds a aplicacdo do teste de
Cochran, uma vez que 0 Cecalculado fOi menor que o Ceritico, aceitando-se, portanto, a

hipotese nula (Tabela 7).

Tabela 7 - Avaliacdo da homocedasticidade dos residuos da regressao da curva
analitica obtida para a quantificacdo de SDZ em CLUE-DAD

Teste de Cochran (Homocedasticidade)

Maior variancia do somatorio 21242725,00
Somatorio das variancias 61139011,33
Quantidade de réplicas 3

Numero de pontos 7

C critico 0,975

C calculado 0,347

Fonte: O autor.

Para avaliar a validade da regressao, foram comparados os valores de F
calculado e F tabelado, uma vez que para o coeficiente angular da curva ser diferente
de zero, os valores de F obtidos devem ser maiores que os de F calculado. O valor de
F encontrado foi muito maior que o F tabelado (Tabela 8), assim, a inclinagéo da reta

nao € nula. Dessa forma, a regressao obtida pode ser considerada preditiva.

Tabela 8 — Avaliacdo da variancia (ANOVA) dos resultados da regresséo linear

Gl SQ MQ F F tabelado
Regressao 1 43122025891 43122025891 3207,485161 1,2 102

Residuo 19 255439526,8 13444185,62
Total 20 43377465418

Fonte: O autor.

Além disso, o gréafico de residuos, obtido através de andlise estatistica,

também apresentou que a distribuicdo é aleatoria e sem tendéncias, conforme
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observado na Figura 9. A fim de comprovar a auséncia de outliers foi realizado o teste

de Grubbs e o teste de normalidade, sendo constatada a auséncia de valores

aberrantes.

Figura 9 - Grafico de residuos da regresséo da curva analitica
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Fonte: O autor.

O LD e o LQ foram calculados a partir da curva de calibragcéo (conforme itens

5.4.5 e 5.4.6) e comprovados apos injecdo de solucbes de SDZ no cromatografo. O
LD encontrado foi de 1,188 pg/mL e o LQ foi de 3,601 pg/mL. Valores de LD e LQ
menores sao encontrados na literatura (ESTEVEZ et al.,, 2016; FERREIRA et al.,

2016), entretanto como o meétodo tem a finalidade de determinacdo de teor de

substancia ativa e ndo de produtos de degradacdo, o método garante a determinacao

do teor com distancia significativa dos limites de deteccdo e de quantificacdo

encontrados. Além disso, foram estimados através de formulas, logo, na pratica,

podem ser encontrados limites inferiores aos estimados.
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5.2.4 Precisao

A preciséo foi analisada em duas etapas: precisao intra-corrida e inter-corrida.
A precisdo do método foi demonstrada através da repetibilidade (preciséo intradia),
analisando-se em curto intervalo de tempo amostras de mesma concentragao,
preparadas sob as mesmas condi¢coes pelo mesmo analista. Os valores obtidos para
a determinacao da repetibilidade do método estédo dispostos na Tabela 9.

Tabela 9 — Avaliagdo da precisdo (repetibilidade) do método analitico para
doseamento de SDZ por CLUE-DAD

Suspenséo A Suspenséo B
Area % Area %

1 214599 97,5 203207 93,0

2 213452 97,8 205501 95,1

3 215809 98,9 202389 93,9

4 213883 97,3 210282 94,5

5 207995 95,1 209256 95,6

6 212101 96,5 212719 97,3
Média 212973 97,2 207225 94,9
DPR 1,3 1,3 2,0 1,6

Fonte: O autor.

A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados de analises
sucessivas de um mesmo método efetuadas sob as mesmas condicdes. Este
parametro é essencial, pois afirma que o método é seguro para diversas medicdes
intradia. A partir dos baixos valores de DPR obtidos, com variagdes inferiores a 5%,
pode-se assegurar que ndo ha variabilidade importante nos resultados no decorrer da
rotina de um dia de andlise, conforme as recomendacdes da International Conference
on Harmonisation (ICH, 1996). DPR inferiores a 1% s&o encontrados na literatura,
entretanto, em alguns deles, a repetibilidade foi determinada utilizando a mesma
solucdo (LEWIS et al., 2017; SANTOVENA, Ana et al., 2016).
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A preciséo intermediaria € um parametro que indica o efeito das variacbes em
um laboratorio (dias, analistas, equipamentos ou a combinacdo destes). Os valores

da preciséo intermediaria sdo demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10 - Avaliacéo da preciséo intermediaria do método analitico para doseamento
de SDZ por CLUE-DAD

Dia 01 Dia 02
% Média DPR! % Média DPR? DPR?
Suspenséo A 91,49 0,99 97,17 1,30 3,33
Suspenséo B 87,78 1,86 94,90 1,57 4,39

Fonte: O autor.
1 (n=6)

2(n=12)

E importante destacar que as formulagdes se tratam de suspensdes viscosas,
logo, as tomadas de aliquotas poderiam ser prejudicadas, comprometendo a precisdo
do método. Todavia, baseando-se na média dos resultados obtidos em diferentes dias
de andlise e por diferentes analistas, 0 método pode ser considerado reprodutivel,
desde que seja realizado nas mesmas condic6es analiticas, ja que os valores de DPR
para ambas formulacdes se apresentaram abaixo de 5% (ICH, 1996). Musko e
Sznitowska (2013) também encontraram DPR elevado de 4,52% para a precisao entre

dias diferentes.

5.2.5 Exatidao

Foram preparadas solu¢des com os excipientes (A ou B) contaminadas com
uma mesma solucdo mae de SQR de SDZ nas concentracdes de 70%, 100% e 130%
da concentragéo de trabalho, contemplando a faixa de trabalho estabelecida, em
triplicata em cada concentragdo. Nesse parametro, foi avaliado a porcentagem de

recuperacéo das amostras para cada nivel, conforme demonstrado na Tabela 11.
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Tabela 11 - Avaliacdo da exatiddo do método analitico para doseamento de SDZ por
CLUE-DAD

Concentracdo Concentracao

Recuperacéo
Formulacéo Nivel tedrica experimental DPR %)
(Mg/mL) (Mg/mL)
A 70% 14,0 13,9 1,71 99,63
A 100% 19,9 20,0 1,12 100,13
A 130% 25,9 25,9 1,91 100,00
B 70% 14,0 14,1 1,41 100,88
B 100% 19,9 20,0 1,56 100,46
B 130% 25,9 25,8 0,89 99,71

Fonte: O autor.

A Farmacopeia Brasileira 52 edicdo e a ANVISA (BRASIL, 2017) nao
preconizam o critério de aceitacdo para o teste da exatidao, dessa forma, adotou-se
a Farmacopeia Americana que considera um coeficiente de variagao da porcentagem

de recuperacédo de até 2% da concentracao tedérica (USP, 2010).

O percentual de recuperagao encontrado para a matriz A variou de 99,63 a
100,13%, e para a matriz B de 99,71% a 100,88%, atendendo a variacao aceitavel de
+ 2%, inclusive adotada por outros estudos (FERREIRA et al., 2016; ZAID et al., 2017),
comprovando, assim, a exatiddo do método proposto.

5.2.6 Robustez

Apos as injecdes em triplicata das condigbes determinadas na metodologia
para a avaliacdo da robustez e integracao dos picos dos cromatogramas resultantes
das variacOes estabelecidas, pode-se inferir, por meio dos dados tabelados (Tabela
12), que os parametros de temperatura de forno, fluxo e propor¢cédo de FM obtiveram

valores de variacdo adequados para serem considerados robustos.
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Tabela 12 - Avaliacdo da robustez do método analitico para doseamento de SDZ por
CLUE-DAD

Amostra - Condigéo + Média DPR
original (%)
Temperatura do forno 24 °C 25 °C 26 °C
SDZ (A) 101,80 100,88 96,75 99,81 2,70
SDZ (B) 89,75 90,69 87,77 89,40 1,67
Proporcéo de FM 88:12 87:13 86:14
SDZ (A) 106,06 102,63 102,23 103,64 2,03
SDZ (B) 93,14 89,78 88,92 90,62 2,46
Fluxo da FM (mL/min) 0,18 0,20 0,22
SDZ (A) 98,09 100,88 100,26 99,74 1,47
SDZ (B) 89,22 90,29 92,81 90,78 2,03

Fonte: O autor.

5.2.7 Resumo da validacao

Na tabela 13, encontram-se dispostos todos os valores encontrados no estudo
de validacdo do método por CLUE para a determinacdo do teor de SDZ. Verificou-se
gue o método apresenta especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez
adequados a andlise, além de satisfatorios limites de deteccdo e quantificacédo
(BRASIL, 2017), sendo, portanto, um novo método analitico para quantificacdo de
SDZ mais réapido e econdmico. Considerando que na CLAE o tempo da corrida
analitica era de dez minutos e no CLUE foi de apenas trés minutos, a economia de

fase movel foi de aproximadamente 70%.
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Tabela 13 - Resumo do estudo da validacdo do método analitico para quantificacédo
de SDZ em CLUE-DAD

Suspenséo A Suspenséo B

Equacéo dareta
y = 11329x — 2351,2

R? 0,9941
LD (ug/mL) 1,188
LQ (ng/mL) 3,601
14,0 pg/mL 99,63 +1,71 100,88 + 1,41
Recuperagéo (%) 19,9 pg/mL 100,13 £ 1,12 100,46 = 1,56
25,9 ug/mL 100,00 + 1,91 99,71 + 0,89
Intradia (DPR %) 1,30 1,57
Interdia (DPR %) 3,35 4,36

Fonte: O autor.

5.3 ADEQUACAO DOS ENSAIOS MICROBIOLOGICOS

Quando uma forma farmacéutica contém substancias antimicrobianas, é
recomendado o estudo de estabilidade microbiol6gica (HAN et al., 2006). Para isso, é
crucial eliminar qualquer atividade antimicrobiana do produto para garantir eficacia nos
ensaios de recuperacdo microbiana e assegurar adequacdo dos ensaios

microbiolégicos farmacopeicos.

Como em ensaios de recuperacdo microbiana € necessario utilizar
suspensdes celulares contendo entre 10-100 UFC/mL (BRASIL, 2010a), foram
padronizadas diluicées de uso para cada microrganismo teste, conforme Tabela 14.
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Tabela 14 — Tamanho do in6culo das diluicbes padronizadas dos microrganismos-
testes utilizadas no estudo de adequacdo do método de contagem microbiana na
presenca de SDZ

Microrganismo teste Diluicéo Tamanho do in6culo
S. aureus 10° 14,72
P. aeruginosa 104 56,32
E. coli 104 912
C. albicans 1072 92,33/ 58P
A. brasiliensis 101 17,53/ 5P

Fonte: O autor.

a Contagem em Agar caseina-soja. P Contagem em Agar Sabouraud-Dextrose.

Primeiramente, procedeu-se com ensaios microbiolégicos de recuperacao
microbiana (BRASIL, 2010a) de S. aureus na presenca das suspensodes de SDZ em
agar caseina-soja. No entanto, como o principio ativo € um farmaco bacteriostatico,
ele inibiu o crescimento microbiano. O resultado da inibicdo do crescimento pelas

suspensdes de SDZ pode ser observado na Figura 10.

Dessa forma, foi necessério neutralizar a atividade antimicrobiana da SDZ. O
PABA foi utilizado como neutralizante quimico, conforme recomendado na
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010a). Apds testes, observou-se que a
neutralizagdo ocorreu em proporgcdes de 2:1 da amostra e neutralizante,
respectivamente. Logo, foi adicionado PABA na concentracdo de 1 g/L no &gar
caseina-soja e no agar Sabouraud-dextrose e na concentracao de 2 g/L no caldo de
caseina-soja (utilizado como caldo de enriquecimento na pesquisa de E. coli). Na
Figura 11 pode-se observar a recuperacdo microbiana de P. aeruginosa (eficacia da

neutralizacédo) e a auséncia de toxicidade do PABA frente ao microrganismo.



68

Figura 10 - Inibicdo do crescimento de S. aureus na presenca das suspensdes de
SDZ A e B em 4gar caseina-soja

Fonte: O autor.

Figura 11 - Recuperacao de P. aeruginosa na presenca das suspensoes de SDZ e
PABA em agar caseina-soja

Fonte: O autor.

(A): Grupo (T): meio de cultura com PABA e suspensédo de SDZ A; (B): Grupo (T): meio de cultura
com PABA e suspensao de SDZ B; (C): Grupo (N): meio de cultura com PABA e sem amostra; (D):
meio de cultura sem PABA e sem amostra.

Em outros estudos com conservantes nas formulacdes, consequentemente
inibidores de crescimento microbiano, associactes de polissorbato 80 e lecitina de
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soja em diferentes concentracfes, associadas também a diluices do produto, sédo
utilizadas como neutralizantes (ASSIS et al., 2011; RAMOS, 2010).

Os resultados obtidos da recuperacao microbiana nas formulacdes de SDZ A

e SDZ B nos diferentes grupos estao apresentados na Tabela 15.

Tabela 15 — Recuperacdo dos microrganismos testes em agar caseina-soja e
Sabouraud-dextrose na presenca das suspensoes de SDZAeB

. ) Grupo Grupo
Microrganismo Grupo Grupo
(T) % R (T) % R % R*
teste (N) ©
SDZ A SDZ B
Agar Caseina Soja
S. aureus 12 78,3 12,7 82,6 15,3 104,5 147
P. aeruginosa 51,7 111,5 45 97,1 46,3 82,2 56,3
C. albicans 83 94,9 85 97,1 87,5 94,8 92,3
A. brasiliensis 9 90 12 120 10 57,1 17,5
Agar Sabouraud-dextrose
C. albicans 65 98 59,7 89,9 66,3 114,4 50
A. brasiliensis 3,7 73,3 6,7 133,3 5 100 5

Fonte: O autor.

Grupo (T): meio de cultura com PABA e amostra; Grupo (N): meio de cultura com PABA e sem amostra,
Grupo (C): meio de cultura sem PABA e sem amostra; %R: % de recuperacdo da comparacdo dos
grupos (T) e (N); %R*: % de recuperacdo da comparacao dos grupos (N) e (C).

A eficacia da neutralizacdo foi observada através das porcentagens de
recuperacao nos grupos testes, os quais variaram de 73,3% a 111,5% para suspensao
de SDZ A e de 82,6% a 133,3% para suspensao de SDZ B. A Farmacopeia Brasileira
(BRASIL, 2010a) afirma que a recuperacao microbiana deve ser igual ou superior a
50%. Logo, os resultados estdo em conformidade com as recomendacdes
farmacopeicas. Assis et al. (2011) também observaram uma alta taxa de recuperagao
microbiana de 90,95% a 99,72% em uma suspenséo oral de mebendazol usando
polissorbato 80 e lecitina de soja como neutralizantes da atividade antimicrobiana dos

conservantes da formulagéo.
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Da mesma forma, também é possivel comprovar a auséncia de toxicidade do
PABA para 0s microrganismos teste observando-se os indices de recuperacao nos
grupos (N) que variaram de 57,1% a 114,4%, onde verifica-se a recuperacéo
microbiana na presengca do neutralizante sem a interferéncia da amostra
antimicrobiana. Portanto, os resultados obtidos neste estudo estdo de acordo com a
Farmacopeia Brasileira que determina valores de recuperacdo dos microrganismos
teste igual ou superior a 50% (BRASIL, 2010a).

E importante destacar que a taxa de recuperacdo de S. aureus foi a menor
comparada aos demais microrganismos teste com 78,3% e 82,6% para as
suspensdes de SDZ A e B, respectivamente; embora as condi¢cbes do teste sao
consideradas ideais para o seu crescimento. Entretanto, esse resultado também foi
observado por Rebello (2015).

Os ensaios de pesquisa e identificacéo de E. coli foram realizados utilizando
PABA a 2 g/L no Caldo de Caseina-soja, uma vez que os demais passos dependem
de aliquota inicial desse meio de cultura, e responderam satisfatoriamente quanto a
identificacdo do patégeno, demonstrando eficacia e auséncia de toxicidade do

neutralizante frente ao microrganismo.

5.4 ESTUDO DE ESTABILIDADE

Durante o estudo de estabilidade das formulacbes de SDZ A e B sob
diferentes temperaturas de armazenamento, além do doseamento de SDZ, foram
realizadas avaliacbes das caracteristicas organolépticas, determinacdes de pH,
tamanho de particula e viscosidade e também o controle de qualidade microbiolégico.

As amostras foram analisadas até 30 dias de armazenamento.

5.4.1 Estabilidade fisica

Embora o veiculo de incorporacdo seja um xarope, as particulas permanecem

dispersas no xarope, apresentando-se como suspensao.
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5.4.1.1 Caracteristicas organolépticas

Para tratamentos orais, as caracteristicas organolépticas sdo cruciais para a
adesdao das criancas aos regimes terapéuticos. A cor € um dos atributos importantes
pois sdo imediatamente notados pelo consumidor, uma vez que alteracdes podem
indicar reac6es de degradacdo do farmaco e contaminagdo microbiana (PROVENZA
et al., 2014). Suspensodes preparadas a partir de comprimidos geralmente assumem
a cor caracteristica da forma farmacéutica original caso corantes ndo sejam usados,

logo, a cor branca € a mais comum entre as formulacfes (ESTEVEZ et al., 2016).

No tempo zero, as formulacbes de SDZ preparadas apresentaram
caracteristicas organolépticas semelhantes: cor branco pérola, inodoras, auséncia de
particulas precipitadas. Entretanto, a partir do tempo de 14 dias de estudo, foi
observado que as suspensdes de SDZ A e B, independente da temperatura de
armazenamento, apresentaram formacdo de precipitado de dificil redisperséo,
exigindo maior tempo agitacdo, e crescente cristalizacdo observada nas paredes do
recipiente de armazenamento. Devido a cor branca uniforme na formulacdo, mesmo

em condicdes de repouso, nao foi viavel realizar ensaios de volume de sedimentacao.

Na observacao isolada dos veiculos A e B, foi identificado um escurecimento
do veiculo A no tempo de 30 dias, em ambas as temperaturas de armazenamento.
Além disso, também se observou a presenca de possivel contaminacédo fungica.

Enquanto no veiculo B ndo foi observado mudancas ao longo dos 30 dias de estudo.

5.4.1.2 pH

O monitoramento do pH é um aspecto importante de um estudo de
estabilidade, tendo em vista que o pH de veiculos ndo tamponados pode mudar ao
longo do tempo e uma significativa variagdo de pH acima do valor adequado pode
modificar a estabilidade do medicamento, interferindo inclusive na sua solubilidade.
Em alguns casos, a variacdo pode aumentar a degradacdo do farmaco, bem como
modificar a aparéncia (ESTEVEZ et al., 2016; MUSKO; SZNITOWSKA, 2013).

As suspensftes de SDZ A apresentaram variacao de 5,81 a 8,47, enquanto as
suspensdes B variaram de 5,40 a 8,72, conforme Figura 12. Logo, as variacdes
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apresentadas para todas as suspensfes foram estatisticamente significativas
(p<0,0001), caracteristico de formas farmacéuticas liquidas n&o tamponadas.
Ressalta-se também que as suspensdes de SDZ B apresentaram pH superiores a
partir do dia 7 do estudo e ndo houve diferencas significativas entre as suspensoes

armazenadas em diferentes temperaturas de armazenamento (p>0,05).

Figura 12 - Valores de pH das suspenstes de SDZ Ae Bem 5°C e 22,5 °C durante

30 dias
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Fonte: O autor.

Simultaneamente também foi analisado o pH dos veiculos, em que o veiculo
A apresentou pH inicial (dia zero) de 6,84, enquanto o veiculo B de 4,93 (Figura 13).
Esses valores indicam provavelmente que o pH inicial (dia zero) fracamente &cido
provavelmente sofreu mais influéncia dos veiculos utilizados. Dessa forma, pode-se
inferir também que a presenca dos comprimidos de SDZ séo os responsaveis pelo pH
alcalino da suspensao ao longo do tempo, uma vez que os veiculos isolados néo

apresentaram tendéncia a alcalinizacdo do meio.
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Figura 13 - Valores de pH dos veiculos A e Bem 5°C e 22,5 °C durante 30 dias
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Fonte: O autor.

Pathmanathan et al. (2004) observaram que formulacdes liquidas preparadas
com comprimidos de SDZ em &gua estéril para injecdo apresentaram um pH neutro
(6,9), enquanto formulacfes preparadas com a matéria-prima apresentaram um pH

basico de 9,8, demonstrando a influéncia dos excipientes presentes nos comprimidos.

Em formulagdes liquidas, pH e temperatura sdo os maiores determinantes que
afetam a taxa de hidrolise (GHULAM et al., 2007). Entretanto, estudos indicam que a
taxa de degradacdo de SDZ € menor em pH alcalino, isso pode ser explicado pela
presenca de formas anibnicas em solugdes alcalinas que sdo menos sensiveis a
hidrolise comparada as formas neutras e catibnicas das sulfonamidas (ACOSTA-
RANGEL et al., 2018; BIALK-BIELINSKA et al., 2012). Logo, as alteracbes de pH

(tendéncia a alcalinizacdo) ndo implicaram em degradacdo da SDZ, como pode ser
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observado na baixa taxa de reducéo de teor no estudo de degradacéo basica forcada
usando a CLUE.

Sulfonamidas existem em diferentes formas em funcdo do pH, devido a sua
natureza anfétera, porém suas caracteristicas &cidas sdo mais pronunciadas
(ACOSTA-RANGEL et al., 2018). E possivel relacionar a solubilidade da droga ao pH
da solucao e ao seu pKa através da equacao abaixo para drogas acidas, considerando
o pka de 6,99, onde S € a solubilidade total saturante e SO é a solubilidade da droga
nao-dissociada, em mol/L (FLORENCE; ATTWOOD, 2011):

S-S50
S0

pH — pka = log

Logo, para os valores de pH apresentados a SDZ apresentou-se
predominantemente na forma neutra no tempo zero e menos sollvel, enquanto a partir
do tempo de sete dias a SDZ estava em sua forma anibnica mais soltvel pela
desprotonacdo do grupo amida, ja que o pH da formulagdo aumentou durante o
estudo.

Os valores apresentados no estudo séo aceitaveis para administracédo oral em
criancas, uma vez que formulacBes liquidas para uso pediatrico disponiveis
comercialmente apresentam desde pH acido a basico (CAVALCANTI et al., 2013;
MAGUIRE; BAQIR; NUNN, 2007; PASSOS et al., 2010; XAVIER et al., 2013).

Segundo Passos et al. (2010), medicamentos liquidos com pH baixos (pH <
5,5) podem acidificar o biofilme dental, promovendo ambiente adequado a reproducéo
de microrganismos oportunistas, acarretando em prejuizos na saude bucal,
principalmente para os casos de medicamentos com uso cronico, além da alta
concentracdo de acUcar presente em xaropes, que pode ser prejudicial aos dentes.
Nesse caso, as formula¢gdes apresentaram um pH superior a 5,5 e menores riscos de

prejuizos a saude bucal.
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5.4.1.3 Tamanho de particula

O microscopio € uma das técnicas mais antigas e utilizadas para mensurar as
propriedades e estabilidade de uma suspensdo e, mesmo sem associacao a outras
técnicas, pode ainda ser usado para estimar e detectar mudancas na distribuicdo do
tamanho de particula e formacgéo de cristais (HAN et al., 2006).

Os excipientes presentes em comprimidos sdo na maioria das vezes
insoliveis em &gua. Portanto, em muitos casos o sedimento das suspensdes é
formado apenas por excipientes dos comprimidos (MUSKO; SZNITOWSKA, 2013).
Entretanto, a proporcdo de excipientes nos comprimidos de SDZ utilizados na
pesquisa era baixa, compondo apenas aproximadamente 15% do peso dos
comprimidos e apresentando influéncia limitada. Sabendo que a SDZ é praticamente
insoltuvel (DELRIVO; ZOPPI; LONGHI, 2012), a maior parte do sedimento era formada

pelo principio ativo.

Ambas formulacdes tinham particulas de tamanhos variados e irregulares,
semelhantemente a outra suspenséo preparada a partir de comprimidos (ESTEVEZ
et al., 2016). Esse perfil pode ter influéncia do tamanho de particula prévio do principio
ativo, determinado pela forca de compressdo no processo de fabricacdo do
comprimido. O tamanho da particula em suspensédo pode afetar a uniformidade do
conteudo, uma vez que particulas grandes se depositam mais rapidamente, conforme
a lei de Stokes. Igualmente, a distribuicdo do tamanho de particula na forma
farmacéutica do produto acabado é um parametro critico que impacta
significativamente a biodisponibilidade e a farmacocinética do principio ativo
(PROVENZA et al., 2014).

As suspensdes de SDZ apresentaram um intervalo de variacao entre 0,9 e
4,6 pm no dia inicial do estudo, indicando uma trituracdo padronizada e adequada
para as formulacdes preparadas, inclusive devido a maior frequéncia de particulas de
menor tamanho. Estdo disponiveis na literatura suspensfes extemporaneas com
tamanhos de particulas superiores a 60 um e também sdo consideradas com
tamanhos satisfatorios (GARCIA; MANZO; JIMENEZ-KAIRUZ, 2015; HAN et al., 2006;
MENDES et al., 2013).



Figura 14 - Distribuicdo do tamanho de particula nas suspensdes de SDZ no
periodo de 30 dias
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Fonte: O autor.

A distribuicdo do tamanho de particula em todas as suspensdes do estudo foi
constante até o dia 14 (p>0,05), conforme pode ser observado na Figura 14. As leves
flutuacBes observadas nas curvas nao sdo indicativos de alteracdes no tamanho de
particula, mas podem ser atribuidos as variacfes experimentais normais da técnica.
Essa auséncia de variabilidade desejada no tamanho de particula foi observada em
outros estudos com suspensdes extemporaneas (ESTEVEZ et al., 2016; GARCIA;
MANZO; JIMENEZ-KAIRUZ, 2015).

Todavia, no dia 30 foi observada uma variedade maior entre os tamanhos de
particula e um elevado desvio padrdao. Esse aumento no tamanho de particula durante
0 armazenamento pode ter sido resultado de sedimentagdo, agregacao de particulas
ou crescimento de cristal. A presenca de particulas maiores € um fator critico para as
formulacdes, pois elas tendem a apresentar baixa solubilidade e menores taxas de
dissolugédo, consequentemente essas particulas tem menor biodisponibilidade no
organismo. Isso tem maior significancia para farmacos de baixa solubilidade, em que

a dissolucéo é o passo limitante para a absor¢do, como é o caso da SDZ (HAN et al.,
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2006). Ademais, a formacédo de sedimentos de maior dificuldade para redispersao
implica em uma menor recuperacéo do farmaco, prejudicando, assim, a uniformidade
de dose (SANTOVENA, Ana et al., 2016). Na Figura 15, pode-se observar o tamanho
das particulas na suspenséo de SDZ B apdés 30 dias em temperatura ambiente.

Figura 15 - Particulas da suspensao de SDZ B ap6s 30 dias de armazenamento em
temperatura ambiente

Fonte: O autor.

5.4.1.4 Viscosidade

Formulacbes liquidas também sdo avaliadas através das variacbes na
viscosidade, porém critérios de aceitagdo de niveis de viscosidade ndo sdo definidos
em compéndios oficiais. Os resultados das suspensfes sdo apresentados em cP na
Figura 16. As viscosidades dos veiculos isolados também foram avaliados e estéo

apresentados na Figura 17.
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Figura 166 - Variacao da viscosidade das suspensfes de SDZ A e B armazenadas
em 5 °C e 22,5 °C durante trinta dias
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Fonte: O autor

As suspensbes de SDZ A apresentaram comportamentos diferentes a
depender da temperatura de armazenamento (p=0,0006). A viscosidade das
suspensdes de SDZ A armazenadas sob refrigeracdo apresentaram aumento
significativo (p=0,0010) ao longo dos 30 dias de estudo, enquanto as suspensdes sob
temperatura ambiente reduziram. Também houve aumento da viscosidade com o
veiculo A isolado. Segundo Telis et al. (2007), a viscosidade de solucdes de
carboidratos (nesse caso, sacarose) sdo dependentes da temperatura, logo, sao
menores em temperaturas maiores, sendo essa relacdo adequadamente descrita pelo

modelo de Arrhenius.

Embora a refrigeracdo seja uma condicdo desejavel para aumentar a
estabilidade quimica e microbiologica de formulacdes liquidas, o aumento demasiado
da viscosidade de uma suspenséao, pode dificultar a ressuspensao (FRICIU et al.,
2016). Ademais, aumentos na viscosidade podem ser indicativos de potencial
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instabilidade das matrizes (ingredientes inativos ou inertes dos comprimidos e

veiculos liquidos) quando armazenadas em temperatura refrigerada (LI et al., 2016).

Os resultados apontaram que as suspensdes de SDZ B, veiculadas em
sorbitol, apresentaram perfis de viscosidade semelhantes (p>0,05), apesar de
armazenados em temperaturas distintas. Inclusive isso pode ser observado na Figura
16 quando as linhas correspondentes as suspensdes de SDZ B a5°C e a 22,5°C
estdo sobrepostas. Entretanto, o estudo apenas com o veiculo B isolado apresentou
resultados distintos. Sendo assim, a presenca do p6 triturado dos comprimidos foi o

responsavel pela viscosidade das suspensodes.

Figura 17 - Variacao da viscosidade dos veiculos A e B armazenados em 5 °C e
22,5 °C durante trinta dias
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Fonte: O autor.

As suspensdes extemporaneas preparadas a partir de formas farmacéuticas
sélidas encontradas na literaturas apresentam viscosidade abaixo de 100 cP
(GARCIA; MANZO; JIMENEZ-KAIRUZ, 2015; MUSKO; SZNITOWSKA, 2013),
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aguelas com viscosidade superiores atribuiram a grande quantidade de massa do
comprimido (SOSNOWSKA; WINNICKA; CZAJKOWSKA-KOSNIK, 2009), aplicando-

se também ao nosso estudo com comprimidos com peso médio de 587,81 mg.

Considera-se que a viscosidade deve ser alta o suficiente para minimizar a
taxa de sedimentacdo; mas deve ser baixa para garantir o escoamento necessario do
liquido para obter o volume da dose desejada. Logo, a alta viscosidade pode
comprometer a retirada das doses dos recipientes, assim como também prejudicar a

distribuicdo homogénea das suspensdes, mesmo apos agitacdo antes do uso.

5.4.1.5 Densidade

Os valores de densidade relativa média obtidos foram de 1,3140 g/mL e 1,3093
g/ mL para as suspensdes A e B, respectivamente, conforme pode ser observado na
Tabela 16. Esses valores se aproximam a densidade de xaropes simples e sorbitol
em temperatura ambiente em torno de 1,3 g/mL (THOMPSON, 2006). Estes valores
foram importantes, pois as aliquotas de amostras foram pesadas para fins de analise,
uma vez que devido a viscosidade o uso de medidas volumétricas comprometeriam a

precisdo do método analitico.

Tabela 16 - Densidade relativa das suspensdes de SDZ Ae B

Amostra Densidade relativa (g/mL) DP DPR (%)
SDZ A 1,3140 0,0012 0,09
SDzZ B 1,3093 0,0057 0,44

Fonte: O autor.

5.4.2 Estabilidade quimica

A estabilidade quimica de um farmaco em suspensdo € normalmente
controlada por meio da taxa de degradacdo do farmaco em questdo, comparando a
concentracdo do farmaco no inicio do estudo. Uma perda superior a 10% da

concentracgéo inicial do farmaco geralmente € considerada indicativo de instabilidade
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(MENDES et al., 2013). No caso da SDZ, foi considerado que a suspensdo deve

conter ndo menos que 95% e ndo mais que 105% da concentracéo inicial (BRASIL,

2010b). Os resultados estéo apresentados na Figura 18.

Figura 18 - Estabilidade quimica das suspensdes de SDZ A e B armazenadas em 5

°C e 22,5 °C durante trinta dias
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Fonte: O autor.

Durante o estudo de estabilidade, foi observado que as formulacbes

apresentaram concentragbes acima de 95% da concentracao inicial, indicando

estabilidade ao longo dos 30 dias. Ferreira et al. (2016) recuperaram apenas 92,58%

da concentracdo inicial de SDZ em SyrSpend SF PH4 em 14 dias de estudo em

temperatura ambiente (20 — 25 °C). Entretanto, as formulag6es de SDZ foram estaveis

por até 90 dias em temperatura refrigerada. Nesse caso, apesar do resultado

satisfatorio, questiona-se o risco de exposicdo de neonatos as quantidades e

diversidade de excipientes presentes neste veiculo comercial pronto, a auséncia de

testes que garantam a qualidade microbiolégica do produto, bem como o uso de

matéria-prima garantindo interagdo menor entre excipientes e principio ativo.
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Observa-se que com o passar do tempo, ha um aumento da concentracéo
significativo, principalmente nas formulacdes armazenadas sob refrigeracdo entre o
dia 0 e o dia 7. Ferreira et al. (2016) também encontraram taxas de recuperagéo acima
de 105% da concentracao inicial de SDZ em SyrSpend SF PH4 em 14 dias de estudo
em temperatura refrigerada. Essas flutuacdes podem ser explicadas pelas variacdes
na viscosidade, no tamanho de particulas e no pH de cada formulacdo que podem ter
prejudicado a homogeneizacdo da amostra. Sulfonamidas s&o farmacos anféteros,
mas as propriedades &cidas sdo mais acentuadas. Farmacos acidos sao mais
sollveis em meios alcalinos, porque as formas ionizadas presentes podem interagir
melhor com moléculas de agua, logo a solubilidade cresce com o aumento de pH
(FLORENCE; ATTWOOD, 2011). Tendo em vista que as variagcbes de pH foram
significativas, a solubilidade da SDZ no meio também variou, implicando na taxa de

recuperacdo no método de doseamento.

5.4.3 Estabilidade microbiol6gica

A estabilidade microbiologica é fundamental para garantir a seguranca em
uma formulacdo extemporanea, prevenindo, portanto, doencas relacionadas a
contaminacdo bacteriana ou fungica, que é um aspecto critico no tratamento de
pacientes pediatricos e neonatais. Além disso, a contaminacdo microbiana em
formulacdes liquidas ndo estéreis pode acarretar alteracdes em suas propriedades
fisicas e quimicas, afetar negativamente a palatabilidade e a aparéncia, prejudicando
0 sucesso da terapia (ESTEVEZ et al., 2016; MENDES et al., 2013).

Houve crescimento de apenas 3 UFC/mL nas formulac¢des de SDZ A em agar
de caseina soja nos tempos de 14 e 30 dias. Nao foi observado crescimento
microbiano em agar Sabouraud-dextrose. Dessa forma, nossos resultados
apresentaram-se dentro dos limites de aceitacdo estabelecidos pela Farmacopeia
Brasileira (2010a) para formulagdes liquidas n&o estéreis durante 30 dias. Segundo
Santovefa-Estévez et al. (2018), o xarope simples 85% ¢é estavel microbiologicamente
por 14 dias, sendo capaz de garantir a preservagao antimicrobiana da formulagéo.

Esse resultado concorda com a USP (2010), a qual recomenda que somente um prazo



83

de validade de 14 dias deve ser proposto quando a formulacdo manipulada liquida

nao contenha conservantes.

Formulacdes em xarope simples apresentam um alto teor de acucar e quando
preparadas incorretamente a quantidade de &gua disponivel pode favorecer o
crescimento de fungos e leveduras em meio &cido. Salgado et al. (2005)
desenvolveram um xarope simples sem conservantes, o qual perdeu a qualidade
microbiolégica em apenas 3 dias quando foi detectado contaminacéo fangica. Ja ndo
era esperado o crescimento de fungos e leveduras, pois requer um meio acido, e as
formulacbes de SDZ preparadas e analisadas aumentaram o pH ao longo do estudo
(ALLEN JR; POPOVICH; ANSEL, 2007). Entretanto, conforme relatado anteriormente,
as formulacdes apresentaram resultados satisfatérios e se mostram adequadas para

uso dentro do tempo estabelecido de 14 dias.

O patégeno E. coli ndo foi identificado em nenhuma das suspensdes,
semelhante a outros estudos com formulagdes a base de xarope simples (SALGADO
et al., 2005).

Neste estudo, o preparo das formulacdes nao foi realizado em condicoes
estéreis, uma vez que as formulacbes sdo multidoses e serdo expostas a
contaminagcdo ambiental apés uma vez abertas. No entanto, para garantir o controle
de qualidade microbiolégico é necessario que medidas higiénicas sejam
consideradas, conforme realizado neste estudo, caso contrario a contaminacao por

microrganismos pode ser maior que os resultados apresentados.

Caso seja necessario utilizar um teor reduzido de sacarose, a conservagao
pode ser prejudicada, logo sugere-se 0 uso minimo de conservantes capazes de inibir
suficientemente o crescimento microbiano, considerando a ocorréncia de uma
contaminacdo no produto. O xarope simples diluido (50:50) com agua purificada
acrescida de metilparabeno e propilparabeno nas proporgdes de 0,08% e 0,02% (p/p),
respectivamente, garantem uma estabilidade de pelo menos 28 dias (SANTOVENA-
ESTEVEZ et al., 2018). Outra alternativa é o uso de xarope simples acrescido de
sorbato de potéassio 0,2% (p/v) com qualidade microbiolégica assegurada de 30 dias
(SALGADO et al., 2005).
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5 CONCLUSOES

Atualmente, estudos sobre estabilidade de suspensdes pediatricas
geralmente avaliam apenas dados de estabilidade quimica. Porém, dados de
estabilidade fisica e microbiologica também s&o necessarios para assegurar a

qualidade de uma suspenséo.

Neste estudo, duas diferentes suspensdes, SDZ em bases simples: uma de
xarope simples 85% e metilcelulose 1% (p/v) (A); e uma de sorbitol 70% (B), foram
preparadas e submetidas a avaliagdo de estabilidade fisica, quimica e microbiologica.
Para determinar a concentracdo de SDZ nas formulacdes, foi desenvolvido um
método em CLUE e validado conforme as exigéncias da RDC n° 166 de 24 de julho
de 2017. Logo, o método foi considerado especifico, linear, preciso, exato e robusto
adequados a andlise.

A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que a suspensdo de SDZ A
em temperatura ambiente foi considerada a melhor formulacdo dentre as estudadas,
sendo estavel do ponto de vista fisico-quimico e microbiolégico por 14 dias, enquanto
a suspensao de SDZ B foi estavel por apenas 7 dias quando armazenada a 22,5 °C.
Outro aspecto importante € que a refrigeracdo nao proporcionou vantagens para o

armazenamento das formulacdes.

Dessa forma, se faz necessario uma padronizacdo nas formulacbes
extemporaneas deste farmaco pelas farmacias de manipulacdo. . Assim, podemos
sugerir a inclusédo desta formulacdo em protocolos do Ministério da Saude, incluindo

0 prazo de validade, garantindo o sucesso terapéutico do tratamento.
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