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RESUMO

A cefotaxima sdédica ¢ um farmaco semissintético pertencente a classe das cefalosporinas de
terceira geracdo utilizado no tratamento de meningites e outras infecgdes no sistema nervoso
central. O farmaco ¢ considerado seguro por interferir na sintese de uma estrutura bacteriana
especifica e esta disponivel comercialmente na forma de p6 liofilizado para solugdo injetavel.
A literatura traz métodos analiticos para a determinagdo do teor da cefotaxima sodica com
geracdo de residuos toxicos e com o emprego de reagentes que danificam os equipamentos e
respectivos consumiveis. Portanto, o presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento
de validacdo de métodos analiticos mais seguros aos analistas, com menor geracdo de
residuos e ao mesmo tempo confidveis para assegurar as caracteristicas pertinentes ao
medicamento e a efetividade e seguranga do tratamento. A determinacdo do teor de
cefotaxima foi realizada pelo método por cromatografia liquida de alta eficiéncia e por
espectroscopia no infravermelho e a poténcia foi determinada pelo método microbioldgico
turbidimétrico. O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia foi desenvolvido
utilizando-se fase movel constituida por agua e acido acético na concentragdo de 0,1% e
etanol 87:13 (V/V), o fAirmaco apresentou tempo de retencao de 4,4 minutos com detec¢dao no
UV em comprimento de onda de 235 nm. Na validacdo, a linearidade foi comprovada no
intervalo de concentracdes de 70 a 130 pg/mL e o método apresentou exatiddao igual a
100,45% e teor de 97,87%. No método por espectroscopia no infravermelho foram
confeccionadas pastilhas de brometo de potassio massa total de 200 mg e a faixa de
concentragdo avaliada na linearidade foi de 0,4 a 0,9 mg/pastilha. A exatiddao apresentou valor
de 101,00% e o teor de 98,73%. O método microbioldgico foi validado utilizando-se o
delineamento de retas paralelas 3x3, Escherichia coli ATCC 25922, caldo BHI e dgua como
diluente para as solucdes SQR e p¢ liofilizado. A linearidade foi comprovada para o intervalo
de concentracdo de 5 a 80 pg/mL, a exatiddo apresentou valor de 98,98% e a poténcia
101,52%. Os métodos desenvolvidos apresentaram vantagens quando comparados aqueles
encontrados na literatura por terem baixa gera¢do de residuos ao meio ambiente, uso de
reagentes danosos ao equipamento e tempo de analise reduzidos. Foram validados de acordo
com o preconizado pela RE n°® 899, pelo guia ICH e pela FDA. Os métodos foram
comparados quando a quantificagdo da cefotaxima sédica e ndo apresentaram diferenca
estatisticamente significativa, o que possibilita seu emprego no controle de qualidade do
farmaco com seguranga, confiabilidade, precisdo, robustez, simplicidade e rapidez.

Palavras-chave: Cefotaxima sédica. Controle de qualidade. Validagao. Cromatografia liquida
de alta eficiéncia. Espectroscopia no infravermelho. Método microbioldgico turbidimétrico.



ABSTRACT

Sodium cefotaxime is a semisynthetic drug belonging to the class of third generation
cephalosporins used in the treatment of meningitis and other infections in the central nervous
system. The drug is considered safe by interfering with the synthesis of a specific bacterial
structure and is commercially available as a lyophilized powder for injection. The literature
provides analytical methods for the determination of cefotaxime sodium content with
generation of toxic waste and using reagents that damage the equipment and relevant
consumables. Therefore, this study had as aim the development and validation of safer
analytical methods for analysts, with less waste and at the same time reliable to ensure the
relevant characteristics to the drug and the effectiveness and safety of treatment. The
determination of cefotaxime content was performed by high-performance liquid
chromatography and infrared espectroscopy, and the drug activity was determined by
turbidimetric microbiological method. The high-performance liquid chromatography was
developed using a mobile phase consisting of water and acetic acid at a concentration of 0.1%
and ethyl alcohol 87:13 (V/V) and the drug presented retention time of 4.4 minutes with UV
detection at a wavelength of 235 nm. Linearity was proven in the concentrations 70 to 130
ng/mL, and the method accuracy was 100.45% and precision 97.87% for assay. The method
by infrared espectroscopy was carried out with 200 mg pellets and the concentration range
evaluated in linearity was 0.4 to 0.9 mg/tablet. The accuracy presented a value of 101.00%
and the assay a value of 98.73%. Microbiological method was validated using the design of
parallel straight 3x3, Escherichia coli ATCC 25922, BHI broth and water as a diluent for the
lyophilized powder and RS solutions. The linearity was verified for the concentration range of
5 to 80 pg/mL showed the accuracy value of 98.98% and potency of 101.52%. The methods
presented advantages when compared to those found in the literature because have low waste
generation, use of harmful reagents to equipment and analysis time reduced, besides is
according to the criteria of RE 899, ICH and FDA in the validation. Both methods were
compared in quantification of cefotaxime sodium and they demonstrated no statistically
significant difference, which enables the use of the same in drug quality control routine with
security, reliability, accuracy, robustness, simplicity and quickness.

Keywords: Sodium cefotaxime. Quality control. Validation. High-performance liquid
chromatography. Infrared spectroscopy. Turbidimetric microbiological method.
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INTRODUCAO

1. INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana a agentes antimicrobianos ¢ um fendmeno que ocorre apds um
extenso contato da bactéria a antibidticos e a sua presenga no meio ambiente. Até o século XX
a resisténcia bacteriana restringia-se geralmente a ambientes hospitalares. Porém, existem
relatos recentes de desenvolvimento de resisténcia em diversos ambientes, inclusive afetando
individuos saudaveis (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Frente a alta taxa de resisténcia bacteriana aos antibioticos, assim como a reducao do
nimero de antimicrobianos aprovados por Orgdos regulatérios nos ultimos anos, faz-se
necessaria a aplicacdo de medidas na tentativa de minimizar a evolugdo desse processo.
Algumas ferramentas sdo: descoberta de novos ativos, principalmente com mecanismo de
acdo diferindo daqueles farmacos em uso, assim como a adocdo de novas estratégias
terapéuticas e a incorporacdo de mudancas culturais (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010; BROOKS; BROOKS, 2014; OLDFIELD; FENG, 2014). A classe de medicamentos
que constitui os antimicrobianos possui grande relevancia no campo da saide, j4 que a
infeccdo bacteriana constitui uma das principais causas de mortalidade no mundo (BRITO;
CORDEIRO, 2012).

Tendo em vista a importancia dos antibidticos muldialmente, torna-se indispensavel a
passagem desses medicamentos por um controle de qualidade adequado e confiavel, com a
finalidade de garantir a seguranca para os pacientes e a eficacia de seu uso, tornando o
tratamento efetivo (BRASIL, 2010). Além das precaugdes associadas a saude da populagdo, o
investimento em qualidade também contribui com a diminui¢@o de custos, tempo de produgao
de medicamentos e aumento de lucros da empresa (HALLEM et al., 2013).

Entre os antimicrobianos estdo as cefalosporinas, constituindo a segunda maior classe
de antibidticos p-lactimicos (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Atuando no
impedimento da sintese da parede celular bacteriana, as cefalosporinas sdo consideradas
antimicrobianos seguros ¢ de baixa toxicidade, ja& que a estrutura em que atua o
antimicrobiano ¢ inexistente em células humanas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). As
cefalosporinas existentes sdo classificadas em 5 geragdes considerando-se o espectro de agdo,
a estabilidade a B-lactamases, farmacocinética, estabilidade e reagdes colaterais (VIEIRA;
RICARTE; SALGADO, 2012; FERNANDES; AMADOR; PRUDENCIO, 2013).

A cefotaxima sodica estd incluida na classe de cefalosporinas de terceira geragdo. As
grandes evolucdes em relagdo a cefalosporinas de geragdes anteriores sdo a presenga de uma

ampliagdo na penetragdo dos farmacos em bactérias Gram-negativas, o que contribui com a
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expansao do espectro de acdo, e o desenvolvimento de maior afinidade pelo sitio de agdo
(PATRICK, 2009). Além disso, os antimicrobianos de terceira geragdo atingem o sistema
nervoso central em concentragdes significativas, permitindo o uso dos mesmos no tratamento
de meningites e septicemias por micro-organismos Gram-negativos (FERNANDES;
AMADOR; PRUDENCIO, 2013).

Devido ao crescimento da resisténcia bacteriana aos antimicrobianos com o passar do
tempo, um controle de qualidade satisfatorio para esses farmacos ¢ cada vez mais requerido,
j4 que garantir a adequagdo dos insumos farmacéuticos e medicamentos as especificagdes
estabelecidas ¢ uma das formas de minimizar a evolugdo dessa resisténcia. A conscientizagao
em relacdo a reducdo da geragdo de residuos e a preservagdo ambiental nos ultimos anos foi
intensificada, sendo assim, associar um controle de qualidade adequado a minima utilizagao
de compostos toxicos e geracdo de residuos nas andlises ¢ um tema que tem tomado maiores
dimensdes no campo industrial.

A literatura descreve inumeros métodos analiticos para a determinagdo do teor da
cefotaxima sddica, porém a grande maioria ndo se enquadra no conceito da quimica verde.
Sendo crescente a conscientizagdo sobre a necessidade de adocdo de procedimentos
ecologicamente corretos entre as industrias farmacé€uticas, assim como a realizagdo de um
controle de qualidade adequado, rapido e com reducdo de custos, destaca-se a necessidade da
busca por métodos analiticos para o farmaco em estudo com baixa geracdo de residuos,
diminui¢do da utilizagdo de solventes toxicos e redugdo de custos e despesas com
consumiveis € equipamentos.

Além de promover a seguranca dos operadores, os métodos verdes contribuirdo com a
industria farmacéutica no controle de qualidade da cefotaxima sodica € com a literatura
cientifica de forma a diminuir a contaminagao ambiental e a toxicidade para o operador,
proporcionar a seguranca e eficacia exigidas para um tratamento e conferir maior confianc¢a na

aplicagdo do medicamento na pratica clinica.



CONCLUSOES

8. CONCLUSOES

o Foram desenvolvidos e validados novos métodos para a quantificagdo da
cefotaxima sddica na forma farmacéutica po6 liofilizado.

J Desenvolveu-se e validou-se método analitico por cromatografia liquida de alta
eficiéncia para a identificagdo e quantificacdo da cefotaxima sodica no pé liofilizado com
baixa geracao de residuos.

° Desenvolveu-se e validou-se método analitico rapido, de baixo custo, baixa
geracdo de residuos, com sensibilidade e precisdo adequadas para a quantificacdo da
cefotaxima sddica por espectroscopia no infravermelho.

o Desenvolveu-se e validou-se método analitico microbioldgico turbidimétrico
simples, de facil execugdo e com tempo de andlise reduzido para a quantificacao da atividade
do farmaco no p¢ liofilizado.

o Comprovou-se, estatisticamente, que os métodos analiticos desenvolvidos e
validados fornecem resultados semelhantes, o que possibilita a utilizacdo de qualquer um dos
métodos fisico-quimicos em conjunto com o método microbioldgico no controle de qualidade

do medicamento.
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