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Resumo

levofloxacino é um agente antimicrobiano de amplo espectro usado no tratamento de infeccdes
respiratérias. Considerando o alto consumo desse antimicrobiano, é fundamental realizar o controle de
qualidade para garantir a seguranga e eficécia, pois desvios de qualidade podem prejudicar a saude dos
pacientes e contribuir para 0 surgimento de resisténcia bacteriana. Para a determinagdo e controle de
qualidade da levofloxacino, diversos métodos analiticos sdo descritos na literatura empregando
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria. Neste estudo, é proposto um novo método
analitico, ecologicamente correto, que nao requer o uso de solvente toxico ou equipamentos caros.
Etanol foi usado como meio de dissolucdo do farmaco e hidroxido de sédio como titulante. A validacdo
foi realizada de acordo com a Resolucdo 166/2017 da ANVISA. O método desenvolvido foi satisfatério
nos testes de linearidade, precisao, exatiddo, robustez e seletividade. Além disso, mostrou-se sensivel,
com limite de quantificacdo de 2,77 mg. O método titulométrico desenvolvido foi comparado a um
método espectrofotométrico previamente validado, e ambos apresentaram resultados semelhantes na
dosagem do farmaco em comprimidos, comprovando a eficiéncia do método proposto. Além disso, o
método validado é econdmico, rapido, ndo exige equipamentos caros e evita 0 uso e o descarte de
solventes muito toxicos.

Palavras-chave: Levofloxacino, Fluoroquinolona, Controle de qualidade, Validacao, Titulométrico,
andlise farmacéutica.

Abstract

Levofloxacin is a broad-spectrum antimicrobial agent used for the treatment of respiratory infections.
Considering the high consumption of this antimicrobial, it is essential to perform quality control to
ensure safety and efficacy, since quality deviations can harm the health of patients and contribute to the
emergence of bacterial resistance. For the determination and quality control of levofloxacin, several
analytical methods are described in the literature, employing high-performance liquid chromatography
and spectrophotometry. In this study, a novel procedure for an environmentally friendly analytical
method is proposed, which does not require the use of a toxic solvent or expensive equipment. Using
ethanol as dissolution medium to the drug, and sodium hydroxide as titrant. The validation was carried
out following ANVISA Resolution 166/2017. The developed method was satisfactory in linearity,
precision, accuracy, robustness, and selectivity tests. Furthermore, it proved to be sensitive, with a
quantification limit of 2.77 mg. The titrimetric method developed was compared to a previously
validated spectrophotometric method, and both presented similar results in the dosage of the drug in
tablets, proving the efficiency of the proposed method. In addition, it is economical, fast, does not
require costly equipment, and avoids the use and disposal of very toxic solvents.
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Introducéo

A primeira quinolona de uso clinico foi descoberta acidentalmente por Lescher em 1962
durante a sintese de um composto antimalarico, a cloroquina. Ao introduzir o f&rmaco na terapéutica de
algumas infecgdes em 1963, foi constatado que este continha atividade antibacteriana [1].

Os primeiros farmacos quinoldnicos possuiam estreito espectro de atividade e farmacocinéticas
desfavoraveis. Atualmente, as quinolonas ou fluoroquinolonas sdo amplamente utilizadas no tratamento
de uma variedade de infeccbes causadas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, incluindo
micobactérias e anaerdbios [2].

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS), elegeu o levofloxacino como farmaco seguro e
eficaz. O Food and Drug Administration (FDA) o aprovou para uso clinico nos Estados Unidos para o
tratamento de pneumonia nosocomial, comunitéria, rinossinusite bacteriana, exacerbagdo bacteriana
aguda de bronquite crénica, prostatite, pielonefrite aguda, infec¢do do trato urinario, infeccdes da pele,
na profilaxia e tratamento da peste causada por Yersinia pestis e para diminuir a progressdo da doenca
causada por inalagdo de antraz. Além disso, o levofloxacino também é empregado no tratamento da
conjuntivite bacteriana [3].

O levofloxacino  [(-)-(S)-9-fluoro-2,3-dihidro-3-metil-10-(4-metil1-piperazinil)-7-oxo-7H-
pirido[1,2,3-de]-1,4-benzoxazina-6-carboxilico acido hemi-hidrato] (Figura 1).
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Figura 1: Estrutura molecular do levofloxacino hemi-hidrato, ilustrada com seus respectivos pKas.

A forma empirica do levofloxacino é CigH,0FN3O4 ¢ %2 H2O e a massa molar é de 370,38
g/mol, apresenta-se como um p6 branco cristalino levemente amarelado, com faixa de fusdo entre 225-
227 °C, com decomposicao [4]. Apresenta 2 pKas: pKai 5,35 (por¢édo do &cido carboxilico) e 6,20 (para
0 nitrogénio do anel piperazina) [5], solivel em agua, acido acético glacial, levemente solivel em
diclorometano, metanol [6-7], solivel em etanol [8], dimetilsulfoxido e dimetilformamida [9]. Em pH
6,1, aproximadamente 67% da molécula estd na forma zwitterionica. A maior solubilidade desse
farmaco se d4 em pH menor que 3 e maior que 9 (361,33 mg/mL) [5].

Levofloxacino é uma molécula quiral (S-isbmero), da terceira geracdo das fluoroquinolona,
com atividade antibacteriana até 128 vezes maior que seu isdmero-R (ofloxacino) [4] e mais ativa que 0
ciprofloxacino contra algumas cepas [2]. O mecanismo de acdo dessa classe de farmacos incide sobre a
replicagdo e transcricdo do DNA bacteriano de modo a corromper as atividades de vérias enzimas como
a DNA-girase (bactérias Gram-negativas) e a Topoisomerase 1V (bactérias Gram-positivas), levando a
morte das células bacterianas [10-11].
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Para o sucesso do tratamento de doencas infecciosas é preciso que a concentracdo de agentes
microbianos no local da infeccdo esteja adequada, para isso € necessario que a poténcia dos
antimicrobianos nas preparacdes farmacéuticas que serdo administradas seja precisa. Se o teor de ativos
estiver abaixo do rotulado, o fArmaco pode ndo atingir uma concentracdo capaz de exercer o efeito
bioldgico esperado. Por outro lado, se a concentracdo estiver acima, poderd provocar efeitos toxicos
[12].

As metodologias analiticas aplicadas na realizacdo do doseamento (determinacdo de teor) de
farmacos baseiam-se em métodos instrumentais, como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) e na Espectrofotometria UV/Vis e, também, em métodos classicos, como as titulacBes e as
reacGes de oxirreducdo, complexacdo e volumetria de neutralizacdo [13]. Na técnica chamada de
volumetria de neutralizacdo, determina-se o ponto de equivaléncia como a quantidade da base
adicionada equivalente a quantidade do &cido presente no analito e vice-versa. Substancias organicas
chamadas de indicadores &cido-base sdo em geral empregadas para esse tipo de reacdo quimica. Os
indicadores alteram a cor da solugdo devido a mudangas de pH, mas especificamente, devido a sua
forma ionizada ou molecular, segundo o pH da solucdo [14-15-16].

Varios métodos de analise para o levofloxacino em amostras farmacéuticas e biolégicas que
estdo disponiveis na literatura. Estes métodos incluem a CLAE [17-18-19-20-21], espectrofotometria na
regido do UV [22-23-24], mas em geral sdo mais caros, exigem pessoal treinado e nem todo laboratério
analitico dispde de equipamentos para essa finalidade.

Assim, o presente estudo teve como objetivo desenvolver e validar um novo método analitico
classico, ecologicamente correto, que ndo requer o uso de solventes tOXicos ou equipamentos caros,
para a quantificacdo do levofloxacino em comprimidos, por meio da titulagdo em meio ndo aquoso,
empregando etanol como meio de dissolu¢cdo do farmaco, e compard-lo a um método analitico
instrumental anteriormente validado por espectrofotometria na regido do ultravioleta.

PARTE EXPERIMENTAL

MATERIAL
Reagentes

Os reagentes utilizados foram etanol (Chemco® Dindmica®)), metanol (Proquimios®),
acetonitrila (Dinamica®) hidréxido de sodio (Vetec® e Synth®) 0,1 Molar (M) solugéo volumétrica (SV)
com fator de correcdo de 1,012 e fenolftaleina (Sigma-Aldrich®) a 1% em etanol, todos de grau
anall'ti(go. Placas cromatogréaficas em folha de aluminio (cromatofolha) de silica gel 60 Fzs4 da Machery-
Nagel”.

Equipamentos

Espectrofotdmetro UV-Vis Thermo Scientific®, modelo Evolution 60 com cubetas de quartzo
de 1 cm de caminho éptico. Medidor de pH (peagametro) da marca HANNA Instruments®, modelo Hl
9321. Banho de ultrassom Unique® e modelo Ultra Cleaner 1400. Medidor digital de ponto de fusdo
GEHAKA®, Camara escura para revelacdo de placa de cromatografia com lampadas de 254 e 365 nm,
modelo SL — 204 da SOLAB® e balanga analitica Zhimadzu Ay 220.

Padr&o secundario

A matéria-prima hemi-hidrato de levofloxacino Lote: DK21016095122, teor declarado:
99,99%, segundo laudo de qualidade, foi adquirida da distribuidora de insumos farmacéuticos Pharma
Nostra®. Essa matéria-prima foi utilizada no lugar da substancia quimica de referéncia (SQR) sem
qualquer purificacdo prévia. Ap0s a caracterizacdo da SQR, esta foi denominada Substancia Quimica
Caracterizada (SQC).

Amostra comercial
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Foram utilizados comprimidos revestidos de levofloxacino do laboratério RANBAXY® na
forma de hemi-hidrato (512,5 mg correspondentes a 500 mg de levofloxacino base livre). Os
excipientes descritos na bula eram: celulose microcristalina, croscarmelose sodica, didxido de silicio,
estearato de magnésio, lauril sulfato de sodio, povidona, hipromelose, macrogol, diéxido de titanio

rutilo, 6xido de ferro amarelo e 6xido de ferro vermelho.

METODOS
Caracterizagdo da matéria-prima

Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

O procedimento da CCD foi adaptado da monografia do farmaco ciprofloxacino na
Farmacopeia Brasileira (2019) [14], utilizando cromatofolha, como suporte e a mistura de cloreto de
metileno, metanol, hidréxido de aménio e acetonitrila (4:4:2:1 v/v), como eluente ou fase movel.

Para célculo e comparacéo dos fatores de retencdo, foram aplicados 10 pL, de cada solugéo:
matéria-prima (levofloxacino hemi-hidrato) e solucdo oriunda da diluicdo de comprimidos de
levofloxacino (amostra comercial). Ambas foram diluidas em metanol na concentragdo de 1,0 mg mL™*
de farmaco. O cromatograma foi desenvolvido e, apds a placa ter sido seca no ar a temperatura
ambiente, foi examinada a luz ultravioleta em camara escura.

Determinacéo da faixa de fusdo

A faixa de fusdo da matéria-prima foi determinada em triplicata pela técnica do tubo capilar, o
qual foi inserido no equipamento com aumento gradativo de temperatura, até a observacao do inicio e
término da fusdo. Os valores foram anotados e calculado a média.

Desenvolvimento e valida¢io do método analitico

O método foi desenvolvido e validado segundo os parametros expressos na Resolucdo n°
166/2017 da ANVISA [25]. As analises estatisticas aplicadas para tratamento dos dados obtidos foram
realizadas através do estudo por testes t-Student e F. Conforme ANOVA, foi aplicada com fator tnico
com repeticao.

Titulagdo acido-base do branco

O branco foi constituido pelo placebo dos comprimidos, isto €, 0s mesmos excipientes
empregados na fabricagdo do medicamento. Uma amostra simulada composta por excipientes
misturados nas proporgfes usuais de preparo de formas farmacéuticas solidas (FFS), foi triturada,
homogeneizada e uma quantidade equivalente a 250 mg de p6 foi pesada em balanga analitica e
transferida para um erlenmeyer de 250 mL. Entéo, adicionou-se 100 mL de etanol e a solucéo foi levada
ao banho de ultrassom por 15 minutos. Logo ap6s, procedeu-se a titulagdo com NaOH 0,1 M (FC:
1,012), empregando 3 gotas de fenolftaleina 1%. Este procedimento foi realizado em triplicata.

Titulacdo acido-base do levofloxacino hemi-hidrato (SQC)

Linearidade

A linearidade foi demonstrada por meio da construcdo, em triplicata, da curva de calibracdo.
Foram adicionados em erlenmeyer 62,5, 125, 250, 500 e 1000 mg de levofloxacino SQC, além de 100
mL de etanol e 3 gotas de fenolftaleina 1%. As solu¢fes permaneceram no ultrassom por 15 minutos.
Procedeu-se a titulagdo com NaOH 0,1 M (FC: 1,012), até o surgimento da coloracdo rosa permanente
nas solucdes. Os volumes de titulante gastos foram anotados e a partir desses dados obteve-se a equagéo
da reta e o coeficiente de correlagdo (r).

Precisdo
A precisdo foi avaliada por meio da repetibilidade e da precisdo intermediéria.
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Repetibilidade
Foi pesado, em erlenmeyer, quantidade de p6 de comprimidos triturados equivalente a 250 mg
de farmaco. Entdo, adicionou-se 100 mL de etanol e o erlenmeyer foi mantido em ultrassom durante 15
minutos. Apds, foram adicionadas 3 gotas de fenolftaleina 1% e procedeu-se a titulagdo com NaOH 0,1
M (FC: 1,012) até surgimento da colorag&o rosa.
A anélise foi realizada em sextuplicata e os volumes de titulante gastos foram anotados e
calculados o teor empregando equacdo da reta. A partir dos resultados obtidos, foram calculados o
desvio padréo (DP) e o desvio padréo relativo (DPR).

Precisdo intermediaria

O procedimento para a realizacdo da precisdo intermedidria foi o mesmo descrito na
repetibilidade. Entretanto, as sextuplicatas foram realizadas por dois analistas em dois dias diferentes. A
partir dos resultados obtidos, foram calculados o DP e o DPR.

Exatid&do

A exatiddo foi avaliada por meio da adicdo e recuperacdo de quantidades conhecidas de
levofloxacino hemi-hidrato (SQC) na amostra em trés niveis de concentragdo. Foram separados 5
erlenmeyer de 250 mL. Nos quatro primeiros frascos foram adicionados apenas uma gquantidade de p6
da amostra comercial, triturada, equivalente a 62,5 mg de farmaco. Em seguida, nos frascos 2, 3 e 4
foram adicionadas quantidades crescentes de SQC, isto é, 62,5, 187,5 e 437,5 mg, respectivamente.
Reservando o dltimo frasco para adicdo somente do SQC (62,5 mg). Assim, a quantidade tedrica
resultante de farmaco nos frascos aditivados de padrdo (2, 3 e 4) foram: 125, 250 e 500 mg,
respectivamente. A Figura 2 representa o esquema de aditivacdo de padrdo para recuperacdo através do
método proposto.

Foi realizada a titulacdo de cada erlenmeyer e anotado o volume gasto. O teste foi realizado em
triplicata e a porcentagem de recuperacdo foi calculada como indicado pela Association of Official
Analytical Chemists [26].
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Figura 2: Esquema da adicéo de levofloxacino hemi-hidrato (SCQ) para demonstrar a exatiddo do
método através da porcentagem de recuperacdo do farmaco.

Robustez

A robustez foi avaliada por meio de pequenas modificacbes no método, como alteracdo do
fabricante do hidroxido de sodio e do etanol. SolucBes foram preparadas e tituladas na presenca dos
modificadores. Os volumes de titulante gastos foram observados e comparados com 0s volumes gastos
nas condi¢des normais.
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Seletividade
A seletividade foi avaliada através do branco da amostra, ou seja, amostra simulada de
excipientes com o intuito de verificar o quanto o placebo interferiria no doseamento do farmaco.

Limite de detec¢do e quantificacéo

O limite de deteccdo e quantificacdo do método foi determinado experimentalmente pela
titulagdo de quantidades cada vez menores da levofloxacino SQC até ndo ocorrer o ponto de viragem
(coloracgdo rosa), visivelmente, nas solugbes. O ensaio foi realizado em triplicata.

Doseamento da amostra comercial de levofloxacino hemi-hidrato por titulagido

O doseamento foi realizado a partir de um pool de 20 comprimidos, 0s quais tiveram 0 peso
médio determinado previamente. Foi pesado e transferido para um erlenmeyer, quantidade de p6 de
comprimidos triturados equivalente a 250 mg de farmaco. Entdo, adicionou-se 100 mL de etanol e o
erlenmeyer foi levado ao banho de ultrassom por 15 minutos para para auxiliar na solublizacdo. Logo
apos, foram adicionadas 3 gotas de fenolftaleina 1% e procedeu-se a titulagdo com NaOH 0,1 M (FC:
1,012) até surgimento da coloracdo rosa. A analise foi realizada em triplicata e o teor foi calculado
empregando a equagdo da reta obtida no ensaio da linearidade.

Comparacao dos métodos titulométrico e espectrofotométrico UV

O método titulométrico desenvolvido foi comparado ao método validado por Kassab e
colaboradores (2010) [22]. Para isso, foi construida uma curva de calibragdo com a linearidade de
0,9995, empregando as mesmas condicBes analiticas do referido trabalho, porém, empregando outro
espectrofotdmetro. A amostra comercial foi preparada na concentragdo de 4,5 pg mL™ em metanol e
lida em 298 nm, a qual correspondeu concentracdo de maior linearidade da curva de calibracdo de
levofloxacino pelo método espectrofotométrico. A analise foi realizada em triplicata e o teor foi
calculado por meio da equagdo da reta obtida da curva de calibragdo do método espectrofotométrico.
Os métodos titulométrico e espectrofotométrico foram comparados estatisticamente, conforme
ANOVA, em relagdo ao teor obtido para 0 mesmo lote de comprimidos de levofloxacino hemi-hidrato.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagdo da matéria-prima — CCD e faixa de fuséo

A Figura 3 ilustra o cromatograma obtido na CCD revelado a luz ultravioleta. As manchas 1 e 2
correspondentes & amostra comercial e a matéria-prima de levofloxacino, respectivamente, cujo Rf
calculado foi 0,82. As manchas principais sdo de mesma coloragdo, formato e intensidade. Outras
manchas secundarias que aparecem no cromatograma poderiam indicar presenca de impurezas ou
sobrecarga de material no ponto de injecdo da placa.
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Figura 3: Cromatograma da amostra comercial (1) e o padrdo secundario ou matéria-prima (2) de
levofloxacino, desenvolvido com o eluente CHCl3:MeOH:NH,OH:MeCN (4:4:2:1 viv) em
cromatofolha de silica gel 60 F2s4, revelada sob luz ultravioleta luz UV 254 nm.

A organizagdo mundial da salde prop6s a inscricdo do levofloxacino na Farmacopeia
Internacional desde 2010 [6]. Entretanto, até a ultima edi¢do da Farmacopeia Brasileira (2019) [14],
esse farmaco ndo entrou no rol de substancias inscritas. Porém, um dos métodos de identificacdo de
ciprofloxacino (fluoroquinolona de segunda geragdo) em produtos acabados (comprimidos, solugéo
oftalmica e injetavel), no compéndio nacional, ¢ a CCD empregando como sistema eluente mistura de
cloreto de metileno, alcool metilico, hidroxido de amdnio e acetonitrila (4:4:2:1 viviviv). Como o
levofloxacino é estruturalmente semelhante ao ciprofloxacino, a utilizacdo dessa fase mdvel foi
empregada com éxito para a identificagdo da matéria-prima de levofloxacino, que devido a falta de um
padrdo farmacopeico (SQR) do farmaco, para comparar os Rfs, utilizou-se da extragdo do farmaco de
uma amostra comercial e fez 0 comparativo da elei¢do, conforme ilustrou a Figura 2.

Como o intuito desse trabalho foi desenvolver um método mais simples para identificacdo e
quantificagdo de levofloxacino em FFS, preferiu-se ndo empregar a espectrofotometria na regido do
infravermelho para a identificagdo ou caracterizacdo da matéria-prima levofloxacino hemi-hidrato.

O ponto de fusdo € uma propriedade fisica das substancias que auxilia na identificacdo, na
analise da pureza e estabilidade do farmaco, bem como para prever a solubilidade [27-28], verificar a
presenca transicdo cristalina e polimorfismo em farmacos [29]. A fuso do levofloxacino iniciou-se na
temperatura de 217,5 °C e finalizou-se em 218,9 °C, valores estes expressos pela média das analises em
triplicatas, o que € condizente com os achados na literatura [30-31-32].

Uma vez caracterizada a matéria-prima adquirida como levofloxacino hemi-hidrato, passou a
usé-la como padrao de referéncia, dai o termo adotado SQC, que segundo a Farmacopeia Brasileira
(2019) volume 1 [13] e a Resolugdo n° 166/2017 da ANVISA [25], esta é admitida quando na auséncia
de uma Substancia Quimica Farmacopeia (SQF), desde que devidamente caracterizada. Assim,
mediante o laudo de andlises emitido pela distribuidora de insumos farmacéuticos e os testes minimos
realizados (aparéncia da amostra, CCD e faixa de fusdo), a matéria-prima de lote DK21016095122, foi
empregada como SQC para a validagdo do método proposto.

Desenvolvimento e validacao do método analitico

Teoricamente, cada mL de NaOH 0,1 M gasto na titulacdo neutraliza 36,137 mg de
levofloxacino hemi-hidrato (SQC), valor determinado na reacdo estequiométrica de proporgdo 1:1. Na
titulagdo &cido-base de 250 mg de levofloxacino SQR foi consumido 7,5 mL do titulante, sendo que o
esperado seria 6,9 mL. Entretanto, ao realizar a titulagdo do branco, verificou-se que o volume gasto foi
de 0,6 mL do titulante. Dessa forma, o volume real obtido em cada titulacdo da SQC para a curva de
calibracdo, bem como para a amostra comercial analisadas, tiveram seus valores descontados do branco
titulado.

O pH da solugéo antes da titulagéo foi determinado em 7,7 e no ponto de viragem, em torno de
10, como era esperado segundo a faixa de transi¢do do indicador fenolftaleina (8,3 -10,0). A verificacdo
do pH inicial e final da titulacdo foi realizada para atestar que ao atingir o ponto de viragem e todas as
moléculas do farmaco presente em solucédo estariam na forma ionizada. Isso foi comprovado, pois em
pH acima de 10, praticamente 100 % das moléculas de levofloxacino perdem o hidrogénio do grupo
acido carboxilico [5] e, portanto, participam da reacéo acido-base, quando em meio ndo aquoso.

Sem duvida a titulagdo em meio ndo aquoso representa uma excelente alternativa a titulacdo
aquosa. Acidos fracos podem ser facilmente titulados, com precisdo e ddo ponto final exatos. A
habilidade das substancias em agir como acidos ou bases depende do solvente, uma vez que no meio
ndo aquoso o efeito nivelador dos fons da agua ndo estd presente [13], logo acidos fracos como
levofloxacino hemi-hidrato podem ser titulados por base forte como NaOH, em meio ndo aquoso, uma
vez que o farmaco em andlise é também é possivel solubiliza-lo em alguns solventes organicos como
metanol e etanol.
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A validacdo analitica possui como objetivo demonstrar que 0 método é apropriado para a
finalidade pretendida e, para isso, precisa cumprir os ensaios de linearidade, precisdo, exatidao,
seletividade e robustez [25].

No desenvolvimento do método, a interferéncia dos excipientes foi anulada pela titulacdo do

branco, o que garantiu a confiabilidade do método.

Linearidade

O etanol foi escolhido como solvente devido pela baixa toxicidade, comparado ao metanol, e
por ser empregado em outros métodos titulométricos ndo aquosos para gquantificacdo de farmacos, como
exemplo tém-se 0 método descrito na Farmacopeia Brasileira para o doseamento de ibuprofeno
comprimidos (farmaco éacido fraco pKa 4,85) [14].

A curva de calibragdo do levofloxacino (Figura 4) apresentou coeficiente de determinacéo (r)
igual a 0,9997, atestando a linearidade no intervalo de 62,5 a 1000 mg de farmaco. A equacéo obtida no
grafico foi y= 0,0287x + 0,3264. As respostas analiticas obtidas nas curvas de calibracdo foram
diretamente proporcionais a concentracao do analito, fato comprovado pelo coeficiente de determinacéo
maior que 0,99, por isso 0 método desenvolvido foi considerado linear [25].
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Figura 4. Curva de calibracdo do levofloxacino hemi-hidrato (SQC), obtida pela titulagdo com NaOH
0,1 M (FC: 1,012)

Preciséo

Para expressar a precisdo, foi calculado o desvio padrdo relativo de cada conjunto de
determinagdes e em ambos 0s ensaios (repetibilidade e precisdo intermediaria) os DPR foram inferiores
a 2,0 %, o qual é o valor recomendado pelos compéndios de validagdo, comprovando a precisdao do
método [25, 33]. Os resultados da repetibilidade e da precisdo intermediaria estdo apresentados na
Tabela 1.

Exatidao

A exatiddlo de um método analitico é determinada quando os resultados obtidos
experimentalmente sdo muito préximos dos valores tedricos [34]. A quantidade de massa adicionada,
bem como a quantidade tedrica resultante nos frascos aditivados foram idealizadas de modo que a
quantidade final de farmaco estivesse contemplada na linearidade da curva. E recomendavel a
porcentagem média de recuperacdo esteja entre 98 e 102% [26], o que foi alcancado pelo método
desenvolvido nesse trabalho, os resultados obtidos no ensaio de exatid&o estéo ilustrados na Tabela 2.
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Robustez
O método mostrou-se robusto, pois, de acordo com os resultados obtidos, ndo apresentou diferenca
significativa nos volumes de NaOH 0,1 M (FC:1,012) gastos nas condi¢cdes normais e alteradas para a
guantificacdo do farmaco. As pequenas modificacdes efetuadas no método ndo produziram efeitos
significativos nas analises, confirmando a robustez do método proposto.

Tabela 1: Resultados obtidos na precisdo do método proposto.

Repetibilidade Precisdo intermediaria
Massa consumida Massa consumida
N° Massa consumida (mg) (mg)
Amostras (mg)
1° dia 2°dia
A A A A
1 253,44 253,44 253,44 260,40 253,44
2 249,95 256,92 256,92 256,92 249,95
3 253,44 256,92 253,44 253,44 260,40
4 249,95 253,44 253,44 253,44 256,92
5 253,44 253,44 253,44 260,40 249,95
6 253,44 253,44 256,92 256,92 253,44
Média 252,27 254,60 254,60 256,92 254,02
DP 1,91 1,90 1,55 3,4 4,5
DPR (%) 0,68 0,68 0,68 1,56 1,53
Teor (%) 100,91 101,84 101,84 102,77 101,61

Média Geral do teor encontrado: 101,79%

“A1e Az: Analista diferentes

Tabela 2: Resultados obtidos na exatiddo do método.

Massa adicionada Massa encontrada Recuperagéo Recuperacdo média
(mg) (mg) (%) + DPR (%)
62,5 62,72 100,35
187,5 188,15 100,30 99,78
437,5 432,06 98,70
Seletividade

A seletividade foi demonstrada com o ensaio da amostra simulada de excipientes, os quais ndo
interferiram no método, sob o ponto de vista de dificultar a visualizagdo final, pois ndo alteraram a cor
da solugdo. A opacidade no fundo do frasco se deveu a ndo solubilidade deles no etanol. O consumo de
base ainda que em pequena quantidade (média de 0,6 mL) pode ser atribuido a presencgas de impurezas
inorganicas oriundas da sintese, extracdo ou purificagdo de cada matéria-prima (excipiente), por isso a
Farmacopeia Brasileira recomenda realizar o teste de acidez para a determinacdo de pureza e,
dependendo da substancia a ser avaliada, o consumo de NaOH 0,1 M (SV) pode variar de 0,1 a 0,3 mL
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[14]. Assim, acredita-se que o volume de titulante gasto na titulacdo do placebo seja resultado da soma
de impurezas acidas presentes.

Limite de quantificacdo e deteccéo

A menor massa de levofloxacino capaz de promover o ponto de viragem do método foi 2,77 mg
com o volume gasto de 7,5 mL. Por ser tratar de método cléssico, o resultado encontrado é condizente e
aceitavel. Um trabalho desenvolvido e validado por Marona e colaboradores (2003) para doseamento
de gatifloxacino comprimidos, em meio ndo aquoso, esse parametro nao foi determinado [35]
Doseamento da amostra comercial e comparacgdo dos métodos titulométrico e espectrofotométrico

O resultado dos teores obtidos no método proposto e no método espectrofotométrico
desenvolvido por Kassab e colaboradores (2010) [22], foram apresentados na Tabela 3. A curva de
calibragcdo construida empregando o método espectrofotométrico apresentou um coeficiente de
determinagdo de 0,9995 e a equacéo da reta obtida foi y = 0,1018x + 0,0626. A estatistica foi realizada
utilizando-se a ANOVA nos teores obtidos pelos métodos UV e titulométrico. No nivel de confianga de
95% e nao foi encontrado diferenca significativa entre os métodos.

Além de ser linear, preciso, exato e robusto, 0 método desenvolvido mostrou-se capaz de
quantificar o farmaco em uma ampla faixa de massas, com limites inferior e superior de quantificagdo
de 2,77 e 1000 mg, respectivamente. Enquanto os métodos encontrados na literatura que empregaram
titulacdo, espectroscopia e CLAE para quantificar quinolonas apresentaram intervalo linear estreito [18-
24-36-37-38].

A capacidade de quantificar o farmaco em quantidades maiores diminui a necessidade de
diluicdes, contribuindo para a economia de solvente e, por consequéncia diminui a geracao de residuos.
Outra vantagem é que o método desenvolvido pode ser aplicado no teste de uniformidade de contedo
sem a necessidade de diluicbes da amostra, uma vez que o comprimido contém 500 mg de
levofloxacino, podendo ser quantificado em uma Unica etapa.

Ao comparar estatisticamente o método titulométrico desenvolvido com o método
espectrofotométrico na determinacdo do teor de comprimidos contendo levofloxacino, ndo foi
encontrada diferenca significativa, o que comprova a eficiéncia do metodo proposto.

Tabela 3: Comparagdo dos teores de levofloxacino hemi-hidrato obtidos por diferentes métodos.

Farmaco Espectrofotometria UV Titulagdo NaOH (FC: 1,012)

Levofloxacino hemi-hidrato

9 0
(SQC) 98,75% 101,79%

Como mencionado anteriormente, o levofloxacino hemi-hidrato ndo estd inscrito na
Farmacopeia Brasileira (2019) [14]. Todavia, ciprofloxacino, gemifloxacino e ofloxacino, na forma
farmacéutica de comprimidos, possuem monografias no compéndio nacional [14]. Por se tratar de
substancias seguras, isto é, ndo apresentam baixo indice terapéutico, geralmente os compéndios oficiais
recomendam que o teor real destes em FFS sejam maiores ou iguais a 90% e menores ou iguais 110%
do teor declarado ou rotulado. Sendo assim, o levofloxacino hemi-hidrato por se tratar de uma
fluoroquinolona a semelhanca das citadas acima, adotou-se neste trabalho, 0os mesmos percentuais.
Assim, os comprimidos analisados através do método desenvolvido e validade apresentou teor de
farmaco dentro dos limites preconizados, como ilustrado na Tabela 3.

Consideractes Finais

O método de titulacdo &cido-base validado para a quantificacdo de levofloxacino hemi-hidrato
em comprimidos mostrou-se linear, preciso, robusto, sensivel e econdémico.
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Portanto, assim como o método espectrofotométrico, o método titulométrico pode ser
empregado nas analises de rotina dos laboratérios de controle de qualidade para matéria-prima, sendo
gue o baixo custo da titulacdo, a facil reprodutibilidade e a geragdo de pouco residuos sdo as principais
vantagens em relacdo aos métodos instrumentais.
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