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RESUMO

O cetoconazol € um antifingico de amplo espectracde, indicado para o tratamento de infeccGegfitipes e sistémicas.
Metodologia espectrofotométrica UV/VIS foi desemidd para quantificagdo de cetoconazol em compdgmidtilizando-se
acido cloridrico 0,1 M como diluente e comprimed® onda para detec¢do de 223 nm. Os parametrosletevidade,
intervalo, linearidade, limites de detecgdo e dfiaatdo, preciséo, exatiddo e robustez foram saddis durante seu
desenvolvimento. O método demonstrou ser seldiivear, preciso, exato e robusto para a quanticade cetoconazol em
comprimidos. Ao comparar os resultados obtidos osmesultados da metodologia oficial, no qual adilcromatografia a
liquido de alta eficiéncia, ndo houve diferencanidicativa entre os valorep£0,05). Sendo assim, pode-se concluir que a
metodologia validada, é de facil execucéo, rapida baixo custo, podendo ser utilizada pelos laboos que ndo possuem
equipamentos sofisticados, ou como rotina nassasatle controle de qualidade.
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ABSTRACT

Ketoconazole is a broad spectrum antifungal, irtdtdor the treatment of infection superficial asybtemic. Methodology
spectrophotometric was developed for quantificabbketoconazole in tablets, utilizing hydrochlaidcid 0.1 M as diluent
and a wavelength of 223 nm. The parameters of tbatgc interval, linearity, detection and quantiition limits, precision,
accuracy and robustness were analyzed during dawelot. The method proved to be selective, linedcige, accurate and
robust for the quantification of ketoconazole ihl¢ds. By comparing the results with the resultshef official methodology,
which uses high performance liquid chromatographgre was no significant difference between thees(p=0.05). Thus it
can be concluded that the method validated, is,efasy and low cost, can be used by the laboradhiat do not have
sophisticated equipment, or as a routine analpsipiality control.
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INTRODUCAO

As infeccdes micéticas representam um dos paigi dermatolégicas (Vera & Cervera, 2001). O cetocohazo
problemas sanitarios em nivel mundial, sendo respa (Figura 1) é um derivado imidazolico apresentando
por cerca de 10% a 15% das infeccbes hospitalares atividade antimicética ampla, ser absorvido porarnal e
transmitidas a pacientes internados, chegando &a&gr capaz de manter niveis sanguineos mais elevadear€Ba

em varios casos, além de causar 5% a 10% das t@msul  1996).

* Contato: Alexandre Rubim, Centro Universitari@fciscano, Rua dos Andradas, 1614, prédio 4, §4la, Santa Maria - RS, Cep: 97010-032, telefone:
(55) 3220 1226, E-mail: rubim9@hotmail.com
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Figura 1. Estrutura quimica do cetoconazol

Utilizado no tratamento de infeccdes ginecolagic
pneumonia fangica e na profilaxia de micoses em
pacientes imunodeprimidos (Goodman & Gilman, 2095)
cetoconazol possui acao a partir da inibicdo dasintese
do ergosterol, um importante componente para folimac
da membrana celular fungica (Caragtoal., 1999). No
mercado nacional apresenta-se nas formas
comprimidos, creme dermatolégico e xampu (Korollspva
2011). Dentre os métodos analiticos de analise para
quantificacdo de cetoconazol descritos na litesatur
encontram-se: método potenciométrico (Aboun-asdi-&
shzly, 1989), espectrofotométrico (Kedor-hackmetnal.,
1994; Kelani & Bebawy, 1997), cromatografico (Abdel
moetyet al., 2002; Heydert al., 2003; Limaet al., 2009)

e por eletroforese capilar (Velikinatal., 2004).

A literatura descreve apenas avaliagcdo microbioa
por difusdo em agar para cetoconazol xampu (Staab,
2005). As Farmacopeias Americana e Brasileira
descrevem como metodologia oficial, para o dosetoimen
de cetoconazol comprimidos, a cromatografia a diojuie
alta eficiéncia (FB 5, 2010; USP 35, 2012).

O desenvolvimento de metodologia analitica adtiva,
como técnica espectrofotométrica, representa urmadgr
vantagem para laboratorios de controle de qualidpee
ndo possuem equipamentos  sofisticados como
cromatégrafo para tal procedimento (Soetzal., 2006).
Devido a inexisténcia na literatura de uma metagialo
mais simples e menos onerosa, 0 presente trabedpdg
o0 desenvolvimento e validagcdo de um método amalitic
para o doseamento de cetoconazol em comprimidos,
através da espectrofotometria de absorcdo na refpao
ultravioleta. O método proposto sera comparado
estatisticamente com a metodologia oficial, noiiatde
disponibilizar uma nova alternativa de andlise tjtetiva
que possibilite assegurar o controle de qualidagsted
farmaco.

de

MATERIAL E METODOS

Amostra, substancia quimica de referéncia (SQR) e
reagentes

Para o desenvolvimento deste estudo foram aditiz
comprimidos de cetoconazol Nizdt&00 mg, adquiridos
no comércio local. Cetoconazol Substancia Quimiea d
Referéncia (SQR) - Lote 1033 - Farmacopeia Braailei
Os demais reagentes foram todos de grau analitico.

Equipamentos

Espectrofotémetro UV/Vis (Shimadzu, modelo 1650P
duplo feixe), Cromatdgrafo a liquido de alta efici@&
equipado com bomba de LC-10AD, detector com compri-
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mento de onda variavel UV/Vis modelo SPD-10Avp,
controlador SLC-10Dvp, integrador automatico com
software Class VP injetor automatico SIL-10-Avp e
forno para coluna CTO-10Asvp (SHIMADZU).

Validagcdo da metodologia analitica

O método proposto foi validado conforme ResauR&
899, The United States Pharmacopeia e International
Conference on Harmonization (Brasil, 2003; ICH, 4;:99
The United States Pharmacopeia, 2012)

Seletividade

Para avaliacdo da seletividade foram preparsalagbes
de cetoconazol SQR, amostra dos comprimidos e lptace
simulado, na concentracdo 4,0 pg/mL, utlizando @om
diluente &cido cloridrico 0,1 M. Para cada solugéo
preparada, o espectro de varredura foi obtido na fde
200 a 400 nm, utilizando o diluente como solucao de
compensagao.

Intervalo e Linearidade

Cerca de 25,0 mg de cetoconazol SQR exatamente
pesados foram transferidos para baldo volumétrcasd
mL, com auxilio de &cido cloridrico 0,1 M. Destdugdo,
transferiram-se aliquotas para bal6es volumétridm<$0
mL obtendo concentracdes finais de 0,5 a 8,0 pghnL.
leitura foi efetuada em 223 nm, utilizando &cidariclrico
como branco. Este procedimento foi realizado em
triplicata. A equacao da reta foi obtida atravéseigessao
linear pelo método dos minimos quadrados e avapada
andlise de variancia (ANOVA).

Limite de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ)

O LD e o LQ do cetoconazol foram determinados a
partir da curva analitica e calculados comao/Sx e
10x0/S, ondeo é o desvio padrao do intercepto com o eixo
y e S é ainclinacdo da curva analitica.

Preciséo

A precisdao foi avaliada através do estudo de
repetibilidade e preciséo intermediaria. A repétiade foi
determinada partindo-se de trés tomadas de ensaio d
amostra, contendo o equivalente a 25,0 mg de asdaod
obtendo-se solu¢des nas concentragfes de fin2i©pé,0
e 6,0 pg/mL, realizados no mesmo dia e pelo mesmo
analista. A precisdo intermediaria foi obtida pehdlise da
amostra em trés dias diferentes, por dois analistas
diferentes, sendo as mesmas realizadas em triplicat
concentracdo de 4,0 pg/mL. A partir dos resultados
obtidos foram calculados o desvio padrdao (DP) esvid
padrdo relativo (DPR) e, ainda, comparou-se 0s mgsm
utilizando-se ANOVA.

Exatidao

A exatiddo, expressa em porcentagem, foi awaliad
partir da adigdo e recuperagéo de quantidades ciokalse
de cetoconazol SQR, na amostra. Foram preparadas
solucdes nas concentrag@es finais de 2,0; 3,054 6,0
pg/mL, sendo a concentragdo da amostra constarggdde
pg/mL. O procedimento foi realizado em triplicata.
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Robustez

Para avaliar a robustez da metodologia, varmows
marca do reagente acido cloridrico (Nucfea Carlo
Erb&’), sua concentracdo, (0,08 M e 0,2 M) e o
comprimento de onda de leitura (219 e 227 nm).

Comparacao de metodologias

Preparo da amostra para quantificacdo pelo roétod
espectrofotométrico.

Determinou-se o peso médio de 20 comprimidosoype
se o equivalente a 25,0 mg de cetoconazol e dslelipara
250 mL, com acido cloridrico 0,1 M. Filtrou-se.
Transferiu-se 2 mL do filtrado para baldo volunuogirde
50 mL e completou-se o volume com o mesmo diluente,
de modo a se obter solucao final na concentracad,@e
pg/mL. A leitura foi efetuada em 223 nm, utilizard@mdo
cloridrico como branco.

Preparo da amostra para quantificacdo pelo método
cromatografico

Determinou-se o peso médio de 20 comprimidesop-
se o0 equivalente a 0,1 g de cetoconazol e transferpara
baldo volumétrico de 50 mL, adicionou-se 30 mL de
metanol deixando em banho de ultrassom durante 30
minutos, apods completa solubilizacdo completou-se o
volume com o mesmo solvente. Apés filtracdo, disguo
filtrado até concentracdo de 0,1 mg/mL utilizandgtanol
como solvente. As condi¢cdes cromatograficas utliza
foram: fase moével composta por mistura de metanol e
acetato de amonio a 0,5% (p/v) (95:5), fluxo del¥min,
coluna octadecilsilano 250 x 4,6 mm (10 pm), volutee
injecdo de 20 pL e comprimento de onda de detededo
225 nm (Farmacopeia Brasileira, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Seletividade

De acordo com a Resolucdo RE n° 899 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil, 2003),
especificidade / seletividade “é a capacidade goeimdo
possui de medir exatamente 0 composto em presanca d
outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradagdo e componentes da matriz’. A seletividhide
método foi avaliada através da pesquisa de possivei
interferentes dos excipientes dos comprimidos na
determinagéo quantitativa do cetoconazol. De acooio
0s espectros obtidos para a SQR, amostra e placebo
(Figura 2) podemos observar que o método foi epeci
demonstrando n&do haver interferéncia dos excimente
comprimento de onda maxima de absorcao (223 nm).

Intervalo e linearidade

A linearidade é a “habilidade do método analitico e
produzir resultados diretamente proporcionais a
concentracdo do analito presente nas amostras, ,em u
determinado intervalo de concentragdo”. O intenala
linearidade foram obtidos através da elaboracaoudea
analitica. De acordo com a RE 899, o critério miim
aceitavel do coeficiente de correlacdo é de 0,88ds
obtido um valor de 0,9997 para o intervalo e d&9®999
para a curva analitica (Brasil, 2003).
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A curva obtida nos permite inferir que os resilits sdo
diretamente proporcionais a concentracdo do apalito
podendo ser utilizada para a extrapolacdo dos eslor
obtidos com a solucdo amostra (Figura 3).

0.2s0 : : T

® Cetoconazol SQR
@ Amostra do Cetoconarzol
fy comprimidos

0.:z00 ® Amostra simulada (placebao) b

Az

0400 - B

.IH\"'-»&\\
0012 I

0,000 e

200,00 222 72025000

——

200,00
nm.

Figura 2. Espectro de absorcdo de cetoconazol SQR,
amostra de cetoconazol comprimidos e amostra sitaula
dos excipientes (placebo) para determinacdo da
seletividade do método
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Figura 3. Representacéo grafica da curva analitiédia

do cetoconazol, por método espectrofotométricodarg,

utilizando &cido cloridrico 0,41 como diluente

Limite de deteccado (LD) e de quantificacdo (LQ)

O Limite de Deteccédo (LD) é a “menor concentoagé
analito que pode ser detectada, ndo sendo necessate
guantificada como um valor exato”, enquanto o Lénide
Quantificacdo (LQ) é a “menor concentracdo de tmali
gue pode ser quantificada com precisdo e exatifi&,
1994). Para o método desenvolvido, o limite de
quantificacdo foi determinado em 0,52 pg/mL e kmde
deteccéo foi estimado em 0,15 pg/mL.

Preciséo

A precisdo do método analitico determina o giau
concordancia entre resultados de medidas indeptrsden
em torno de um valor central, efetuada vérias veras
uma amostra homogénea. O valor de DPR (%),
preconizado para este estudo é de 2,0%, segundea T
United States Pharmacopeia (2012), e de 5,0%, degan
resolucdo RE n° 899 (Brasil, 2008)onforme descrito na
Tabela 1, o valor médio obtido nesta andlise foi de
101,20% e desvio padréo relativo de 0,80%.

A precisdo intermediaria foi determinada em téss
diferentes por dois analistas. Os valores expetagn
obtidos para as determinacdes da precisdo inteanedie
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cetoconazol comprimidos encontram-se descritos na
Tabela 2. O desvio padrao relativo médio, para@&staio
foi de 1,28%.

Tabela 1. Resultados obtidos na analise da rejidxithe

do método espectrofotométrico para cetoconazol
comprimidos
Concentracio da Teor Meédia + DP DPR
Amostra {pg/mL) (%) (%)
100,93
2 102,79 102,48 1,39
103,72
101,15
4 100,68 100,53 0,71
00,75
100,91
6 100,29 100,60 0,31
100,60
Teor médio (%) 101,20
DPR (%) 0,80
ANOVA F calculado Ftabelado*
Entre concentracdes 4,20 51432

Tabela 2. Valores experimentais obtidos para oierda
precisdo intermediaria de cetoconazol comprimigums,
método espectrofotométrico.

. Analistal Amnalistal Média + deswio DPR
Dia B Toor(%) Teor(%)  padrio (¥)
1 105,33 100,68
1 2 101,15 10015 101,38 +1.40 137
3 103.01 06,946
1 104,87 10533
2 2 102,54 103,94 104,09 + 0,99 0,95
3 103,94 103,94
1 104,40 104,40
3 2 101,15 102,08 102,62 + 1,55 1.52
3 101,15 102,54
Teor médio (%) 102,69
DPE. (%) 1,28
ANOVA F calculado F tabelado*
Tnter-dias 1.96 3.68
Inter-dias analista 1 0,59 514
Inter-dias analista 2 .06 514

Os resultados obtidos na determinacdo da precisédo
intermediaria e da repetibilidade foram avaliados
estatisticamente por ANOVA, a fim de determinar se
houve diferenca significativa entre as respostas
encontradas nas diferentes concentracfes e diisadoa.
Conforme demonstrado nas Tabelas 1 & Ricuiado fOI
menor do que Grgpeiadoindicando que ndo ha diferenca
significativa entre os resultados encontrage®,05). Esta
andlise foi realizada no sentido de complementar a
avaliacdo do ensaio, porém cabe ressaltar queitésias
que estabelecem o aceite da precisdo do método esta
preconizados na Resolugdo RE n° 899, anteriormente
citada.

Exatidéo

A exatiddo do método analitico representa o glau
concordancia entre o valor médio obtido de umae sei
resultados e o valor de referéncia aceito. Os taxnd
experimentais médios, obtidos para os testes didasa
estdo descritos na Tabela 3. Os limites preconizadoa
este teste sdo de 98% a 102% (Brasil, 2003;, 10394;
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USP 35, 2012).
Tabela 3. Valores experimentais médios obtidos para

teste de exatiddo do cetoconazol, por método
espectrofotométrico

Concentracio final Madia d aquantid ade de SQR reuperada
Amostra

(ug'mL) (ng/ml) (%)
Rl 3 288 99 44
R2 4 40 10000
R3 5 502 10034
R4 6 603 10036

De acordo com os resultados obtidos verificgtsepara
todas as concentracdes experimentais utilizadateooss
percentuais de recuperacdo encontram-se dentro dos
limites especificados, o que permite concluir aqadea
exatiddo do método.

Robustez

A robustez corresponde a capacidade de um méedo
resistir a pequenas modificacdes dos parametrdiicos
indicando sua confianca durante o seu uso nornrak{B
2003). Os parametros analiticos modificados
apresentaram mudancas significativas no teor datamme
da SQR, sendo que as variac8es foram inferiore%a 1
confirmando-se assim a robustez do método analitico

nao

Comparacao de metodologias analiticas

Os comprimidos de cetoconazol foram quantifisado
pelo método oficial e 0 método validado neste frahaDs
resultados obtidos encontram-se descritos na Tdbels
limites especificados pela Farmacopeia BrasileX@l0Q),
para esse farmaco sao de, no minimo, 90% e, namoaxi
110% da quantidade declarada de cetoconazol.

Tabela 4. Resultados obtidos no doseamento dos

comprimidos de  cetoconazol, pelos  métodos
espectrofotomeétrico e cromatografico
Meétodos Resultados Média (%) DPR
(%) (%)
101,15
E spectrofotométrico 100,69 100,53 0,71
99,75
100,44
Cromoatografice 100,25 100,30 013
100,20

Os resultados experimentais obtidos no doseamemto d
cetoconazol comprimidos foram comparados
estatisticamente por testeStudent a fim de avaliar a
intercambialidade entre eles. Os resultados daisanal
comparativa demonstraram que ndo houve diferenca
significativa entre os resultados obtidos com derdintes
métodos (p=0,05) para a forma farmacéutica em estud
sendo assim, o método analitico desenvolvido pade s
intercambidvel com o método oficial em analises
guantitativas do cetoconazol comprimidos.
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CONCLUSAO

As condicdes analiticas estabelecidas no méfmmto
espectrofotometria na regido do ultravioleta dermarsm
seletividade, linearidade, precisao, especificidaoleustez
e exatidao, adequadas para a determinacdo quantitet
cetoconazol comprimidos. O método proposto no ptese
trabalho ndo demonstrou diferenca estatisticamente
significativa quando comparado ao método oficial,

possuindo as vantagens de economia e facilidade de

execucdo, podendo ser utilizado durante o procdsso

producdo, quando se necessitam de andlises ramdas,
para avaliar o teor e a uniformidade de contetuds do
comprimidos.
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