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Anexo IX

	Título do Manuscrito:


	Validação de uma metodologia analítica (HPLC) aplicada ao controle de qualidade de cis-permetrina em loção capilar


	Data de envio: 05/11/2007
	Data para Devolução: 18/12/07
	Nº Protocolo:001/2007



Senhor Revisor:


Solicitamos sua colaboração para avaliar o manuscrito anexo, em seu mérito, visando a sua publicação nesta Revista. Para tal, queira preencher este formulário em 3 partes, devolvendo-o, juntamente com o manuscrito, à Secretaria da HUREVISTA, no envelope ora enviado ou se preferir por e-mail para revista.hurevista@ufjf.edu.br

A 1ª parte, abaixo, deverá ser assinalada conforme a instrução.  


A 2ª parte deve conter os comentários dirigidos ao Autor com base na análise dos tópicos abaixo. 

A 3ª parte deve conter a conclusão e síntese do parecer e os comentários dirigidos exclusivamente ao Editor, quando for o caso, e assinatura do consultor.


Os aspectos relativos à padronização técnica, revisão na língua portuguesa – ortografia, pontuação, gramática, sintaxe, etc.; normalização das referências, indicação de descritores e versão do resumo em inglês e espanhol, ficarão a cargo de especialistas, sob a responsabilidade da HUREVISTA.


Para informações adicionais consulte as "Instruções aos Autores" disponíveis em: http://www.hurevista.ufjf.br
1ª Parte - Avaliação por tópicos

ASSINALAR CADA TÓPICO SEGUNDO SUA AVALIAÇÃO, REPRESENTADA POR:

P - quando positiva     N - quando negativa   NA - quando não se aplica

1 – QUANTO À ESTRUTURA:

INTRODUÇÃO:

(  N  ) Deixa claro as questões que pretende responder com o  trabalho.

(  P   ) Explicita a importância da questão pesquisada e  justifica a realização do trabalho.

(  P   ) Os objetivos e/ou hipóteses do trabalho estão bem formulados e estão coerentes com a metodologia utilizada.

(  P   )
Define siglas, abreviaturas e termos especializados.

MÉTODOS:

(  P   )
Os métodos apresentados são apropriados para atingir os objetivos propostos.

(  P   )
São descritos, de forma clara, completa e sucinta para responder à questão proposta.

( P    )
A seleção, composição e os critérios de inclusão dos sujeitos estão apropriados à metodologia e adequadamente descritos.

(  N   )
São referidas as perdas amostrais.

(   N  )
O processo de coleta de dados está descrito com clareza.

(   P  )  Os instrumentos de coleta de dados são descritos com clareza.

(   N  )
A análise de dados é descrita detalhadamente, com clareza, evidenciando a confiabilidade do processo.

(  NA   ) O tratamento  dos dados e estatística está apropriado.

RESULTADOS:

(  N   )
A apresentação dos resultados está clara e tem seqüência lógica.

(  P   ) Os principais resultados são ressaltados correspondendo aos objetivos.

( P    )
As tabelas e/ou figuras contêm informações úteis, estão numeradas, dispostas adequadamente  e são auto-explicativas, sem superposição de dados. 

(   P  )
O número de tabelas e figuras limita-se ao mínimo necessário para dar resposta às questões levantadas.

 DISCUSSÃO:

(   N  ) Apresenta semelhanças e discrepâncias em relação a outros autores, enfatizando os aspectos novos do estudo.

(   N  )
Menciona possíveis generalizações e/ou aplicações práticas ou limitações a partir dos dados obtidos.

(   N  )  Explicita as implicações dos achados e suas limitações, inclusive para pesquisas futuras.

(  N   )
As interpretações do autor mostram segurança e propriedade, avançando no conhecimento e permitem a sua reprodução.

(  N   ) Os dados obtidos são comparados e interpretados à luz da literatura citada.

CONCLUSÕES/ CONSIDERAÇÕES FINAIS:
(   P  ) As conclusões são claras, respondem aos objetivos e estão fundamentadas nos achados do estudo.

2 – QUANTO À REDAÇÃO

(  N   )
Linguagem correta, clara, concisa, precisa e coerente.

(  N   )
Faz uso de termos novos, expressões, estrangeirismo, neologismo e jargões.

(  P   ) Contém partes, como frases ou parágrafos  excessivamente extensos.
3 – QUANTO AO TÍTULO

(   N  )
Compreensível e conciso.

(  P   )
Expressa o conteúdo.

(  P   ) As siglas existentes são  conhecidas internacionalmente (exemplo, DNA)
4 – QUANTO AO RESUMO

(  P   )
Indica os principais objetivos.

(  P   )
Descreve a metodologia empregada.

(   P  )
Apresenta os principais resultados e conclusões.

(  N   )
Não contém abreviaturas (com exceção das reconhecidas internacionalmente)  nem nomes comerciais de produtos e substâncias. 

(  N   )
Apresenta versão adequada em inglês e espanhol.

5 – QUANTO AOS DESCRITORES

( P    )
Estão de acordo com o conteúdo do trabalho e em número adequado (3 a 6).

( N    )  Apresenta versão adequada em inglês e espanhol.
6 – QUANTO ÀS REFERÊNCIAS

(  P   )
Estão numeradas e indicadas na seqüência de citação no texto.

(   N  )  São seletivas, pertinentes e atualizadas para o tema.
7 – QUANTO À PESQUISA

( NA    ) Explicita os princípios éticos adotados em pesquisas que envolvem seres humanos.

( NA    )
Possui Parecer do Comitê de Ética  em Pesquisa em  Seres Humanos ou em Animais da Instituição (Resolução N. 196/96 do Ministério da Saúde).

(  P   ) Possui autorização dos sujeitos participantes.

2ª Parte  - Comentários do Relator ao Autor

Nota: 


Os comentários, cuja cópia será encaminhada ao autor, devem abranger aspectos gerais e específicos, a critério do revisor.


A HURevista adota o sistema de anonimato em todo o processo de avaliação, tanto do relator para o autor como do autor para o revisor. 

1- Relevância do trabalho

A pesquisa teve como objetivo “o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de uma metodologia analítica que emprega a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) para a determinação da cis-permetrina em loção capilar e que possa ser aplicada ao controle da qualidade destes produtos” – citação copiada do último parágrafo da introdução.

Embora Garcia et al. (2001) (citado no artigo) tenham publicado um artigo  intitulado “Validated HPLC method for quantifying permethrin in pharmaceutical formulations” com resultados mais elaborados e consistentes, o artigo apresenta dados interessantes que podem contribuir na área de controle de qualidade. Entretanto, algumas sugestões e comentários dos itens seguintes devem ser levados em consideração.

2- O título precisa ser alterado. VALIDAÇÃO DE UMA METODOLOGIA ANALÍTICA (HPLC) APLICADA AO CONTROLE DA QUALIDADE DE CIS-PERMETRINA EM LOÇÃO CAPILAR. O termo HPLC não está adequado no título.

O título foi alterado para “CROMATOGRAFIA LÍQUIDA DE ALTA EFICIÊNCIA APLICADA AO CONTROLE DA QUALIDADE DE CIS-PERMETRINA EM LOÇÃO CAPILAR”. 

3- Rever o resumo, deixando-o de forma mais clara.

O resumo foi modificado para o texto abaixo

Doenças ectoparasitárias como a escabiose, a pediculose, a tungíase e a larva migrans cutânea são epidêmicas em inúmeras comunidades carentes no Brasil e seu controle efetivo é um desafio para a saúde pública. Embora a permetrina seja um dos medicamentos aprovados pelo Food and Drug Administration para o tratamento da pediculose, não há um método oficial disponível para a realização do controle da qualidade deste produto em loção capilar de uso humano. Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método analítico sensível, específico, preciso e exato para esta análise, seguindo os critérios descritos na Resolução no 899/ 2003 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). A cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) com detector diode array ((= 235 nm) foi empregada na determinação de cis-permetrina em loção capilar, visando implementar um sistema de controle da qualidade em laboratórios analíticos. A cis-permetrina e a substância utilizada como padrão interno (PI), o cloridrato de nafazolina, foram separados em coluna analítica S5W (4,6 x 150 mm) Waters Spherisorb® e eluídos isocraticamente (fluxo de 1,2 mL/min). A cis-permetrina e o PI foram caracterizados pelos tempos de retenção de 1,52 e 8,66 minutos, respectivamente. O método mostrou-se linear na faixa de 1,6 a 127,5 (g/mL e nos estudos de precisão intra e interensaio foram obtidos coeficiente de variação inferiores a 5%, calculados a partir dos resultados. A exatidão média do método foi de 103%. Os limites de detecção e quantificação foram 1,6 (g/mL e 2,4 (g/mL respectivamente. A cis-permetrina manteve-se estável por 24 horas à temperatura ambiente; por 15 dias a 4ºC e 30 dias a -20ºC. O método mostrou-se simples e apropriado para a determinação de cis-permetrina em loção capilar.
4- Sugiro que os três primeiros parágrafos da introdução sejam reduzidos em um único parágrafo.

Os três primeiros parágrafos foram agrupados sem prejuízo das informações necessárias para o entendimento do trabalho na forma apresentada abaixo:

A pediculose, enfermidade que atinge mais de 100 milhões de pessoas no mundo, vem sendo descrita desde os tempos mais remotos até os dias de hoje, sendo considerada um sério problema de Saúde Pública em todas as Américas e na Europa (BAINBRIGDE, et al., 1998; CHOSIDOW, 2000; BARBOSA; PINTO, 2003). É importante salientar que qualquer pessoa independente da classe social, sexo, raça, credo ou cor pode ser infestada por piolhos, embora freqüentemente a infestação esteja associada a péssimas condições ambientais (BARBOSA et al., 1998). A pediculose pode levar a um quadro anêmico, devido à hematofagia feita pelos piolhos, ou até mesmos a quadros de miíases. Um outro quadro também observado em crianças com pediculose é a infecção por gânglios retroauriculares, devido às reações imunológicas dos hospedeiros (BARBOSA; PINTO, 2003). Apesar disso, programas de controle para estas doenças são raros, e as mesmas estão comumente sendo negligenciadas tanto pelos profissionais e autoridades de saúde quanto pela população afetada (Helkelbach et al., 2003).

O homem pode ser parasitado por 03 tipos de piolho: Pediculus humanus capitis, piolho da cabeça; Pediculus humanus corporis, vulgarmente conhecido como muquirana e Phthirus pubis, piolho da região pubiana, vulgarmente chamado de chato. Eles são insetos sem asas (ápteros), dificilmente visíveis, transmitidos facilmente de pessoa para pessoa, através do contato direto interpessoal e do compartilhamento de objetos pessoais (LIMA, 1996). Estudos de Reinhard e Buikstra (2003) assinalam a existência de Pediculus humanus infestando múmias do Peru. Recentemente, Araújo et al. (2000) encontraram ovos de Pediculus humanus capitis em múmias no Piauí que datam 10.000 anos.

5- Sugiro que coloque um parágrafo descrevendo as ações farmacológicas e toxicológicas da permetrina, enfocando sua importância no tratamento de ectoparasitas.

O parágrafo que aborda a permetrina  foi reescrito e foram acrecentadas as ações farmacológicas e toxicológicas da permetrina, conforme apresentado.

A permetrina foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da escabiose e da pediculose (BAINBRIDGE et al., 1998; BUSCHIAZZO; CAÑAS, 2001). É um inseticida sintético do grupo dos análogos das piretrinas do ácido crisantêmico, o qual atua sobre a membrana celular nervosa do inseto, provocando um aumento transitório da permeabilidade dos canais de sódio nas membranas das células nervosas. Isso origina retardamento da repolarização das membranas, paralisia subseqüentemente e morte do inseto (ZANINI et al. 1998). Atualmente, este piretróide sintético pode ser encontrado nas formas farmacêuticas de creme, loção, loção-gel e xampu para o tratamento da pediculose. A permetrina apresenta dois diasteroisômeros com propriedades química, física e toxicológica diferentes, sendo a cis-permetrina o isômero ativo. A baixa toxicidade relacionada a esta substância é uma característica relevante para a sua aplicação terapêutica (GARCIA; GARCIA; BARBAS, 2001). Porém, sinais crescentes de resistência à permetrina têm surgido, devido às falhas durante o tratamento com o emprego de métodos, doses e tempo de aplicação inadequados. Por isso, existem hoje associações de piretrinas e agentes potencializadores, como o butóxido de piperonilo. Este agente sintético com baixa atividade inseticida potencializa o efeito neurotóxico das piretrinas, porém, em doses elevadas pode ocasionar vômitos e diarréias (BAINBRIGDE et al., 1998).
6- Colocar referência no final do 4º parágrafo da introdução.

A referência “BAINBRIGDE, et al., 1998” foi acrescentada no final do 4º parágrafo.

7- É importante lembrar que GARCIA; GARCIA; BARBAS descrevem a validação analítica de formulações farmacêuticas, incluindo loções, utilizando HPLC.

Esta informação passou a constar no item DISCUSSÃO acrescentado ao texto.

8- Rever o último parágrafo, deixando-o de forma mais clara.

O último parágrafo foi revisto e modificado para

Entretanto, não há disponível um método oficial para a realização do controle da qualidade de preparações farmacêuticas de uso humano que contenham este princípio ativo. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento e a validação de uma metodologia analítica que emprega a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) e atenda à legislação brasileira regulamentadora (BRASIL, 2003) para a determinação da cis-permetrina em loção capilar e que possa ser aplicada ao controle da qualidade destes produtos.

9- No item Validação do método analítico (Material e Métodos) onde é descrito “A validação do método analítico foi realizada segundo a recomendação da Resolução nº 899 da Agência Nacional de Vigilância Sanitária (BRASIL, 2003)”. Colocar a palavra recomendação ou outro sinônimo. Esta resolução não descreve o método.

Conforme sugerido, a palavra “recomendação” foi adicionada.
10- Nos Resultados: O item Procedimento analítico otimizado deve ser contextualizado como resultado; a forma apresentada parece método. O que descreve a figura 1? Qual sua importância na validação analítica?

Este item foi reescrito para o texto apresentado a seguir:

Na Figura 1 está ilustrado o perfil cromatográfico obtido após a otimização das condições analíticas. O cromatograma ilustra a especificidade do método para a análise de cis-permetrina e a resposta adequada do padrão interno utilizado. Os tempos de retenção observados para a cis-permetrina e para o PI, foram 1,52 e 8,66 minutos, respectivamente.

Qual a importância dos dados encontrados na Tabela 2.

A importância da tabela 2 pode ser encontrada no texto (presente no artigo antes da revisão):

Na tabela 2 estão apresentados os tempos de retenção da cis-permetrina e dos demais fármacos testados para aplicação como padrão interno. Dentre os fármacos testados, somente o cloridrato de nafazolina se mostrou adequado, visto que os demais apresentaram tempos de retenção muito próximos ou co-eluíram com a cis-permetrina. Estes resultados permitiram selecionar o cloridrato de nafazolina como PI em função de possuir um tempo de retenção (8,661 min) superior ao da permetrina (1,525 min).
Reescrever o item “Teor de cis-permetrina em loção capilar”.

O item citado acima foi reescrito para

Na tabela 3 são apresentados os valores referentes ao teor de cis-permetrina nas cinco amostras do produto final acabado analisado. Os resultados estão expressos como a média de três determinações. A concentração final do produto acabado está compreendida dentro do intervalo preconizado de 90 a 110% para todas as amostras analisadas. Portanto, todas as amostras apresentaram os teores dentro dos limites de especificação.

11- FALTA DISCUSSÃO DOS RESULTADOS: É necessário comparar o método proposto com outros métodos citados na literatura e a resolução nº 899 da ANVISA.

Foi acrescentado o item DISCUSSÃO, transcrito abaixo:

DISCUSSÃO

A literatura acerca do desenvolvimento e validação de metodologias analíticas para a determinação de cis-permetrina em produtos farmacêuticas é escassa e a maioria delas é destinada à análise de múltiplos resíduos de piretróides em diferentes e complexas matrizes, o que justifica o pré-tratamento das amostras (MARTÍNEZ GALERA et al., 1996; GALERA; GARCÍA; VALVERDE, 2006; Vázquez; Mughari; Galera, 2008). O método aqui proposto dispensa a etapa de preparação da amostra, oferecendo ao analista uma vantagem metodológica em relação aos métodos supra-citados.
García, García e Barbas (2001) desenvolveram e validaram uma metodologia empregando a cromatografia líquida de alta eficiência para o controle da qualidade de loções e xampus contendo a permetrina como princípio ativo. No trabalho deste grupo (GARCÍA; GARCÍA; BARBAS, 2001), os isômeros cis e trans-permetrina foram separados e identificados na mesma corrida cromatográfica, o que tornou possível a quantificação de cada isômero. No entanto, segundo estes mesmos autores, somente o isômero cis é considerado ativo para o uso pretendido. Desta forma, a especificidade do método aqui proposto para a cis-permetrina não prejudica a análise. Adicionalmente, uma vantagem observada no método apresentado é a redução do tempo de análise, tendo 10 minutos como o tempo total da corrida cromatográfica, comparados com os 20 minutos necessários por aqueles autores. Este menor tempo de análise propicia menor custo analítico, fato este importante para os laboratórios analíticos e para as indústrias.

A validação do método foi executada avaliando-se os principais parâmetros, seguindo recomendações descritas pela ANVISA (BRASIL, 2003), dentre eles os limites de detecção e de quantificação. Choi, Rose e Hoddgson (2002) obtiveram 9,39 e 19,17 μg/ mL como limites de detecção e de quantificação, respectivamente, ao trabalharem com amostra de fluido biológico. Estes valores são significativamente maiores quando comparados com os encontrados neste trabalho (LOD = 1,6 (g/mL e LOQ = 2,4 (g/mL), o que evidencia a necessidade de validação ao variar a matriz da amostra.

Ainda em relação aos limites de confiança do método para a quantificação de cis-permetrina em loção capilar, tem-se que o valor médio obtido para o ensaio de exatidão, avaliado nas concetrações de 6,4 a 38,4 a (g de cis-permetrina/mL de amostra, foi de 103% (93,0 a 107,7%). Tal valor é similar aquele encontrado por Wang, Moorman e Burleson (2003) que é 98,8% (94,6 a 103%). Comparativamente aos resultados do ensaio de precisão intra-ensaio realizado por Wang, Moorman e Burleson (2003), no qual foi encontrado o valor do coeficiente de variação de 0,43%, a média dos valores dos coeficientes de variação obtida no método proposto foi superior (0,96%). No entanto, esta diferença não compromete a precisão do método validado, uma vez que o valor recomendado pela ANVISA é de até 5% (BRASIL, 2003).

Segundo a Resolução no 899/ 2003 (BRASIL, 2003), a validação deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método atenda às exigências das aplicações analíticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade, linearidade, intervalo, precisão, sensibilidade, limite de quantificação, exatidão, adequados à análise. Analisando os valores encontrados neste estudo, pode-se afirmar que a variabilidade encontrada no método está de acordo com os valores preconizados pela ANVISA e que o mesmo é de fácil execução, já que não requer prévio tratamento da amostra.
12- Reescrever a conclusão, deixando-a mais clara.

A conclusão foi reescrita e o texto apresentado é

Um método analítico para a quantificação de cis-permetrina foi desenvolvido e validado, demonstrando linearidade adequada, precisão, exatidão e sensibilidade satisfatórias de acordo com a Resolução no 899/ 2003 da ANVISA. Este método pode ser aplicado para o controle da qualidade de loções capilares contendo cis-permetrina como princípio ativo.

3ª Parte - Conclusão do Revisor

Em condição de aceitação

(     )
Recomendada a publicação sem modificações.

(  X   )
Recomendada a publicação após modificações sugeridas.

(     )
Recomendada a publicação imediata.

(     )
Recomendada a publicação seguindo a cronologia e número  de protocolo.

Se o trabalho for aceito, qual prioridade deveria ser dada a sua publicação: 

(   )
Baixa prioridade 

( X )
Média prioridade 

(   )
Alta prioridade

Sem condição de aceitação

(     )
Com possibilidade de ser reavaliado após extensa  reformulação. 
(     )
Sem alternativa de reavaliação

Baseado no parecer a ser enviado à autora e no atendimento das sugestões e comentários, o artigo tem condição de ser publicado na HURevista.


Atenciosamente,

2º Revisor 

Em 06/12/2007
A HURevista agradece a sua fundamental colaboração.
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