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RESUMO

O ertapenem sodico € um antimicrobiano da classe dos carbapenémicos, disponivel
comercialmente na forma de po liofilizado para solucdo injetavel. Apresenta acdo contra
bactérias Gram-negativas, Gram-positivas, aerobias e anaerdbias. O objetivo do trabalho foi
desenvolver métodos qualitativos e quantitativos para avaliacdo de ertapenem sodico. O
ertapenem sodico foi caracterizado quanto ao seu aspecto fisico, solubilidade, teor de umidade,
ponto de fusdo, por métodos espectrofotométricos e cromatograficos. Sete métodos
quantitativos foram desenvolvidos e validados. O método de espectrofotometria na regido
ultravioleta foi desenvolvido utilizando agua purificada como solvente e obteve regressdo linear
de y = 0,0219x -0,0017 e R? 0,9999. O método por espectrofotometria na regido do
infravermelho, apresentou regressio linear de y = 0,5141x + 0,021 e R? = 0,9993. Dentre os
métodos cromatograficos foi desenvolvido método cromatografia com interacdo hidrofilica;
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa e cromatografia em fluido supercritico.
O método de cromatografia com interagdo hidrofilica foi desenvolvido, utilizando como fase
movel A: acetonitrila e B: agua (88:12 v/v) 0,1 % de acido férmico pH 2,5, no modo isocratico,
a regressdo linear foi y = 29928 x - 547879, e R? = 0,9994, enquanto que para 0 método por
cromatografia liquida em fase reversa a fase movel utilizada foi A: 4gua e B: etanol (80:20 v/v)
com 0,1% de acido formico pH 2,5 no modo isocréatico, a regressdo linear foi y = 23043x -
38525, e R2=0,9999. No método de cromatografia em fluido supercritico a fase mével foi A:
dioxido de carbono (CO2) e B: uma mistura ternaria de 70: 25: 5 metanol: etanol: agua v/v/v,
no modo gradiente. Para este método o regulador de contrapresséao foi ajustado em 175 Bars. A
regressio linear foi y = 7426,6x + 51489 e R? = 0,9996. O método de eletroforese capilar foi
desenvolvido usando solucdo tampao fosfato de potassio 10 mM pH 7 e 15 kV de voltagem, a
regressio linear foi y = 2281,7x - 24495 e R? = 0,9994. Além dos métodos quimicos, um método
microbioldgico por turbidimetria foi validado, capaz de determinar o percentual médio de
ertapenem sodico em po liofilizado para solucdo injetavel frente ao micro-organismo
Staphylococcus aureus ATCC 25923. O método microbiologico foi avaliado pelo ensaio 3 x 3,
descrito na Farmacopeia Brasileira. O método microbiologico por turbidimetria obteve
regressio linear de y = -1,140 Ln (x) + 3,6706, R?=0,9996 paraa SQR e y = -1,148 Ln (X) +
3,6942, R?=0,9998 para a amostra. Por fim, este trabalho contempla métodos intercambiaveis
para avaliacdo de ertapenem sodico que contribuem para aprimorar o controle de qualidade de
ertapenem sodico produto comercializado.

Palavras-chave: ertapenem sodico, controle de qualidade, métodos analiticos, validacéo,

espectrofotometria, CLAE, ensaio microbioldgico, eletroforese capilar.



ABSTRACT

Ertapenem sodium is an antimicrobial from the carbapenems class, commercially available in
lyophilized powder form for injectable solution. It exhibits action against Gram-negative,
Gram-positive, aerobic and anaerobic bacteria. The ertapenem sodium was characterized for its
physical appearance, solubility, moisture content, melting point, by spectroscopic and
chromatographic methods. Seven quantitative methods have been developed and validated. The
method by spectroscopy on the ultraviolet region was developed using purified water as solvent
and obtained linear regression of y = 0.0219x - 0.0017, R? = 0.9999. For the method for
spectroscopy in the infrared region, KBr pellets were prepared and measured, and the linear
regression was y = 0.021 + 0.5141x, R? = 0.9993. Among the chromatographic methods, a
hydrophilic interaction liquid chromatography method was developed; reversed-phase high-
performance liquid chromatography, and supercritical fluid chromatography. The hydrophilic
interaction liquid chromatography was developed using as mobile phase A: acetonitrile and B:
water (88:12 v/v) 0.1% formic acid pH 2.5, in isocratic mode, linear regression was y = 29928x
- 547879, R? = 0.9994. Whereas the method by reversed-phase high-performance liquid
chromatography to the mobile phase was used A: water and B: ethanol (80:20 v/v) with 0.1%
formic acid pH 2.5 in isocratic mode, linear regression was y = 23043x - 38525, and R? =
0.9999. Regarding the supercritical fluid chromatography method the mobile phase consists of
A: carbon dioxide (CO>) and B: a ternary mixture of 70: 25: 5 methanol: ethanol: water v/v/v,
in the gradient mode. For this method the back pressure regulator was set to 175 Bars. The
linear regression was y = 7426.6 x + 51489, R? 0.9996. The capillary electrophoresis method
was developed using potassium phosphate buffer 10 mM pH 7 and 15 kV voltage, the linear
regression was y = 2281.7x - 24495 and R? = 0.9994. In addition to the analytical methods, a
microbiological method by turbidimetry was developed, capable of determining the mean
percentage of ertapenem sodium powder lyophilized for injection solution, before the
microorganism Staphylococcus aureus ATCC 25923. The microbiological method was
evaluated by the 3 x 3 test described in the Brazilian Pharmacopoeia. The microbiological
method by turbidimetry obtained a linear regression of y =-1.140 Ln (x) + 3.6706, R?>=0.9996
for the standard and y = -1.148 Ln (x) + 3.6942, R?= 0.9998 for the sample. Finally, this work
contemplates interchangeable methods for the evaluation of ertapenem sodium that contribute
to improve the quality control of commercially available ertapenem sodium.

Keywords: sodium ertapenem, analytical methods, capillary electrophoresis, HPLC,

microbiological assay, quality control, spectroscopy, validation.
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1. INTRODUCAO

Dentre as diferentes classes de farmacos, os antimicrobianos estdo entre os mais
comumente prescritos. 1sso por que as doencas infecciosas e 0 surgimento emergente de micro-
organismos resistentes aos antimicrobianos disponiveis clinicamente representam um problema
global. O uso indiscriminado e, muitas vezes, incorreto de antimicrobianos, sdo 0s principais
fatores que acarretam no surgimento de patdgenos resistentes, interferindo na terapia. Medidas
preventivas sdo indispensaveis para minimizar o surgimento de micro-organismos resistentes,
ja que o desenvolvimento de novos antimicrobianos capazes de combaté-los demanda tempo e
elevados custos. Neste contexto, é crescente a preocupacdo com a qualidade dos farmacos em
uso e ressalta-se a importéncia da conscientizacdo sobre este tema.

Métodos analiticos eficazes e confidveis, capazes de quantificar o teor de
antimicrobianos, bem como avaliar a sua atividade (poténcia), sdo essenciais para avaliacdo da
qualidade do farmaco, pois a dosagem do antimicrobiano deve ser suficiente para inibir o
crescimento do micro-organismo responsavel pela infeccdo, permitindo a regressdo da doenca.

O ertapenem sodico (ERTM) é um antimicrobiano p-lactdmico da classe dos
carbapenémicos. Essa classe de farmacos possui espectro de atividade mais amplo que a maioria
dos outros antimicrobianos S-lactamicos, apresenta atividade contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas, aerobias e anaerobias.

O desenvolvimento e validacdo de métodos para quantificacdo do farmaco, priorizando
a otimizacao de técnicas com menores custos, reduzidos tempos de analise e facilidade de
execucdo, sdo de alta relevancia para analise do farmaco no controle de qualidade da inddstria
farmacéutica. Além disso, métodos de analise que apresentem a diminui¢do do consumo de
solventes orgéanicos, reduzindo os residuos gerados, e/ou dando prioridade para o uso de
solventes menos tdxicos estdo em evidéncia, visto que nas Ultimas décadas ha uma preocupacéo
com os impactos que as atividades industriais causam sobre 0 meio ambiente.

Considerando que o ERTM € um farmaco que vem sendo empregado como agente
terapéutico para o tratamento de varias doencas infecciosas desde sua aprovacao pelo Food and
Drug Administration (2001), e ainda hoje ndo apresenta monografia em nenhum compéndio
oficial, justifica-se o fato deste trabalho propor métodos analiticos para avaliar as caracteristicas
fisico-quimicas do farmaco, bem como o desenvolvimento e validagcdo de novos métodos
analiticos para sua quantificagdo, que sdo imprescindiveis para a garantia da qualidade na

producdo de medicamentos seguros e apropriados para uso da populacéo.



27
OBJETIVOS

2. OBJETIVOS
Desenvolver e validar métodos analiticos para andlise qualitativa e quantitativa de

ERTM em po liofilizado para solugéo injetavel.

v" Anélises qualitativas: caracteristicas fisicas; ponto de fusdo; cromatografia em camada
delgada (CCD); espectrofotometria nas regides do ultravioleta (UV) e infravermelho
(IV); cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e cromatografia em fluido

supercritico.

v Anadlises quantitativas: espectrofotometria nas regies do IV médio e UV; cromatografia
com interacdo hidrofilica; cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa;
cromatografia em fluido supercritico; eletroforese capilar e ensaio microbioldgico pelo

método turbidimétrico,

v Analise comparativa entre os métodos desenvolvidos e validados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Carbapenémicos

Os antimicrobianos carbapenémicos foram originalmente desenvolvidos a partir da
tienamicina, um produto natural derivado da bactéria Streptomyces cattleya, descoberto em
1976, que, embora apresentasse potente atividade antimicrobiana e estabilidade frente as
p-lactamases, possuia instabilidade quimica e resultava em toxicidade renal (Figura 1). No
entanto, sua descoberta foi essencial para o desenvolvimento de novos antimicrobianos
S-lactamicos pertencentes a esta classe (BIRNBAUM et al., 1985).

Figura 1- Estrutura quimica de tienamicina.

HQ W i NH,
HsC S
3 / N /
of
CO,H

Fonte: Figura desenhada usando ChemDraw Profissional 15.1, baseada na literatura EI-Gamal et al.,
2017

Os carbapenémicos sao antimicrobianos que possuem um anel g-lactdmico acoplado a
um anel de cinco elementos que difere das penicilinas por conter um atomo de carbono no anel
de tiazolidina no lugar do 4tomo de enxofre presente nas penicilinas e por ter uma ligacédo
insaturada neste mesmo anel. Outra diferenca significativamente importante é o substituinte
hidroxietil em posicao trans, ao contrario das penicilinas em que o substituinte se encontra em
posicao cis; essa diferenca isomérica € responsavel por sua maior estabilidade frente as enzimas
p-lactamases, que confere um amplo espectro de atividade (CIELECKA-PIONTEK et al.,
2011). Essas diferencas fazem com que os carbapenémicos tenham um espectro de atividade
mais amplo que a maioria dos outros antimicrobianos f-lactdmicos e os tornam mais resistentes
a enzima p-lactamase, o principal mecanismo de resisténcia de muitas bactérias (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMAN, 2012).

Os carbapenémicos representam um grupo de antimicrobianos essenciais para o
tratamento de infecgdes causadas por bacterias multirresistentes. Dentre os antimicrobianos
desta classe estdo disponiveis comercialmente o imipenem, panipenem, meropenem, biapenem,

doripenem e ertapenem. Dentre os farmacos mais recentes incluidos a esse grupo encontram-se


http://en.wikipedia.org/wiki/Thienamycin
http://en.wikipedia.org/wiki/Streptomyces
http://en.wikipedia.org/wiki/Beta-lactamase
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0 razupenem, sanfetrinem, ienapenem, tebipenem e tomopenem (EL-GAMAL et al., 2017). A

estrutura quimica dos farmacos que compdem esta classe € apresentada na Figura 2.

Figura 2- Estrutura quimica de carbapenémicos.
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Fonte: Figuras desenhadas em ChemDraw Profissional 15.1, baseadas na literatura EI-Gamal et al., 2017

O primeiro carbapenémico langado foi o imipenem em 1985, nos Estados Unidos e em

1987, no Japdo. No entanto, devido a sua alta sensibilidade a desidropeptidase renal, foi

necessario associd-lo a cilastatina, que o protege da biotransformacdo por esta enzima. O

segundo carbapenem lancado em 1993, no Japéo, foi o0 panipenem, usado em associagdo com
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betamipron, um inibidor da recaptacdo do panipenem no tubulo renal para evitar a
nefrotoxicidade. Posteriormente, 0 meropenem foi introduzido no Japdo em 1995 e aprovado
nos Estados Unidos em 1996. O meropenem foi o primeiro carbapenémico com a adi¢do do
grupamento 1--metil, que inibe a sua degradacdo pela enzima desidropeptidase renal - DHP,
responsavel por catalisar a reacdo de hidrdlise do anel S-lactamico e, portanto, ndo necessitando
associacdo com cilastatina ou betamipron (CUNHA, 2002).

O biapenem tem uma atividade bactericida rapida e de largo espectro contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Em um estudo para determinar a atividade in vitro de varios
antimicrobianos contra bactérias Gram-negativas, o biapenem foi mais eficaz contra espécies
de Escherichia coli e Klebsiella. O doripenem se destaca por ser t&o ativo quanto o imipenem
contra bactérias Gram-positivas, atividade semelhante a do meropenem contra bactérias Gram-
negativas, e ainda, apresenta uma menor tendéncia a resisténcia contra S-lactamases bacterianas
dentre os carbapenémicos (EL-GAMAL et al., 2017). O ertapenem foi 0 primeiro com
caracteristicas quimicas que representaram um avango para este grupo, tornando o mais
resistente as enzimas fS-lactamases e com a vantagem de apresentar atividade contra bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas, micro-organismos aerobios e anaerobios. Ressalta-se que sdo
poucos 0s antimicrobianos atualmente disponiveis com um espectro de acdo que engloba tais
micro-organismos (CUNHA, 2002; HAMMOND, 2004).

O razupenem é um antimicrobiano injetavel de largo espectro, que apresentou muitos
efeitos colaterais em ensaios clinicos de fase Il e teve o seu estudo descontinuado na América.
O tebipenem é um antimicrobiano pro-farmaco de largo espectro disponivel comercialmente
apenas no Japdo que tem sido considerado o primeiro antimicrobiano carbapenémico de uso
oral do mundo. Em geral, os demais carbapenémicos tém baixa biodisponibilidade oral, porque
eles ndo podem atravessar as membranas gastrointestinais. O sanfetrinem € o primeiro
B-lactdmico triciclico da classe dos carbapenémicos a ser desenvolvido e apresenta um amplo
espectro de atividade bactericida. O sanfetrinem cilexetil € um pré-farmaco biodisponivel
oralmente de sanfetrinem. O tomopenem é um antimicrobiano de amplo espectro de atividade
contra diferentes Gram-positivos e Gram-negativos, aerébios e anaerdbicos que se destaca por
ser mais potente contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina e Pseudomonas
aeruginosa (EL-GAMAL et al., 2017).

3.1.1. Ertapenem sodico
Inicialmente denominado MK-0826, MK-826 e L-749.345, 0 ERTM teve sua aprovagao
pela FDA em 2001 (CUNHA, 2002). Desde entéo, esta disponivel comercialmente na forma
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farmacéutica de po liofilizado para solugdo injetavel via endovenosa e intramuscular, com o
nome INVANZ® pelo Laboratério Farmacéutico Merck Sharp & Dohme. Vem sendo
empregado como agente terapéutico para o tratamento de infecgdes adquiridas na comunidade,
infeccdes intra-abdominais, infeccbes do trato urinario, infecgbes cutdneas, pneumonia,
infecgBes ginecologicas agudas, infecgbes pos-parto, incluindo endometriose, aborto e
infecgBes pos-cirdrgicas, e é também utilizado na profilaxia da cirurgia de colo retal e
septicemia bacteriana (SWEETMAN, 2011).

O produto ¢ apresentado em caixas com frasco-ampola contendo 1,046 g de ERTM,
equivalente a 1 g de ertapenem (SWEETMAN, 2011). Segundo as informacgfes contidas na
bula do INVANZ®, cada frasco-ampola contém os seguintes adjuvantes: bicarbonato de sddio
e hidroxido de sodio (para ajustar o pH). As formulacdes destinadas ao uso intramuscular
devem ser reconstituidas em diluente proprio constituido de solucdo de cloridrato de lidocaina
1% (ANVISA, 2013).

O ERTM é o sal monossédico do acido [4R-[3(3S,5S),4a,58,68(R)]1-3-[[5-[[(3-
carboxifenil)amino]carbonil]-3-pirrolidinil]tio]-6-(1-hidroxietil)-4-metil-7-oxo0-1-azabici-
clo[3.2.0]hept-2-ene-2-carboxilico. Sua formula empirica é C22H24N307SNa. Apresenta-se na
forma de p6 branco a quase branco, higroscopico, pouco cristalino, com peso molecular de
497,50 g mol™. E solGvel em agua e em solucdo de cloreto de sodio a 0,9%, praticamente
insolivel em etanol e insolivel em acetato de isopropila e tetraidrofurano (THE MERCK
INDEX, 2013).

A estrutura quimica do ERTM possui um anel p-lactamico acoplado a um anel
insaturado de cinco elementos e contém um atomo de carbono no lugar do habitual atomo de
enxofre presente nos demais S-lactamicos (HAMMOND, 2004). O ertapenem sdio possui 0
grupo 1-B-metil substituido na carbonila do g-lactdmico, assim como no meropenem, o que
confere maior estabilidade a desidropeptidase renal. O grupamento trans-1-hidroxietil presente
na estrutura dos carbapenémicos é responsavel pelo seu espectro de acdo que engloba a grande
maioria dos micro-organismos produtores de S-lactamase, por conferir maior estabilidade a
molécula; o grupamento trans-1-hidroxietil desloca a molécula de 4gua dificultando a hidrolise
do anel g-lactdmico, o que o torna mais resistente & enzima f-lactamase, que € o principal
mecanismo de resisténcia de muitas bactérias (HAMMOND, 2004; CIELECKA-PIONTEK,
2011).

O ERTM possui uma cadeia lateral aniénica composta por um grupamento benzoato. O
acido benzoico meta substituido é determinante para manter 0 seu espectro antibacteriano

Gram-negativo, alem disso, aumenta o seu peso molecular e a lipofilicidade; a unidade de acido


http://en.wikipedia.org/wiki/Beta-lactamase
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carboxilico, ionizado a pH fisioldgico, resulta em uma carga liquida negativa. Como resultado,
0 ertapenem ¢é altamente ligado as proteinas plasmaéticas (=95%) ampliando sua meia-vida, 0
que permite a conveniéncia de ser administrado apenas uma vez ao dia (CUNHA, 2002;
HAMMOND, 2004; KITCHEN; MUSSON; FISHER, 2004; LEFEUVRE et al., 2008;
CIELECKA-PIONTEK, 2011).

3.2. Classificagédo carbapenémicos

E comum que os farmacos de uma mesma classe tenham distintas caracteristicas
resultando em diferencas na sua atividade antimicrobiana. O surgimento de novos farmacos de
uma mesma classe leva a formacdo de um sistema de classificacdo, para agrupar os farmacos
com propriedades semelhantes, usualmente um sistema de classificagdo por “geracdes” vem
sendo empregado para penicilinas, cefalosporinas e fluorquinolonas.

Até o surgimento do ertapenem, ndo havia um sistema de classificacdo consolidado para
os carbapenémicos. No entanto, com o surgimento do ertapenem, Shah e Isaacs (2003)
propuseram um sistema de classificagdo com base no seu espectro microbioldgico, ja que ndo
era mais possivel considerar todos os carbapenémicos disponiveis como uma classe
homogénea, pois o ertapenem difere dos demais tanto farmacologicamente como quanto ao
espectro microbioldgico. Neste sistema de classificacdo, trés grupos foram sugeridos e o

ertapenem seria o primeiro carbapenémico do grupo 1 (Quadro 1).

Quadro 1- Sistema de classificacdo para os carbapenémicos, segundo Shah e Isaacs (2003)

Grupo Farmacos Atividade Indicacdo
1 ertapenem Amplo espectro, com atividade contra Infecches
patdgenos aerdbios e anaerdbios. adquiridas na
Atividade limitada contra bacilos comunidade

Gram-negativos ndo fermentativos.

2 imipenem Amplo espectro que possuem potente Infeccbes
meropenem atividade contra bacilos Gram- nosocomiais
doripenem negativos nao fermentadores

3 Nenhum Atividade clinica contra Estafilococos
farmaco resistentes a meticilina
licenciado até o
momento
*razupenem

*Farmaco em fase de desenvolvimento porém ndo comercializado devido aos efeitos colaterais nos
ensaios clinicos de Fase Il.
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O ERTM apresenta atividade contra um amplo espectro de bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas, aerObias e anaerObias, tem atividade limitada contra P. aeruginosa e
Acinetobacter. O ertapenem tem poténcia semelhante ao meropenem e é ligeiramente mais
potente do que o imipenem contra agentes patogénicos Gram-negativos, enquanto imipenem é
ligeiramente mais potente contra 0s agentes patogénicos Gram-positivos (SHAH; ISAACS,
2003).

3.3. Mecanismo de ac¢édo dos carbapenémicos

A parede celular bacteriana € composta por peptideoglicano, um componente
heteropolimérico que proporciona estabilidade mecénica rigida em virtude da sua estrutura
reticulada. O peptideoglicano é constituido de cadeias de glicanos que consistem em filamentos
lineares de dois amino agUcares alternados e unidos por meio de liga¢cdes cruzadas de cadeias
peptidicas, sendo esses amino agucares o N-acetilglicosamina e o acido N-acetilmuramico. O
acido N-acetilmuramico é um penta peptideo que possui como dipeptideo terminal uma
molécula D-alanil-D-alanina. A biossintese desse peptideoglicano envolve cerca de 30 enzimas
bacterianas e pode ser dividida em trés estagios de reacdes. O Ultimo estagio consiste na
finalizacdo da ligacdo cruzada, onde a molécula de glicina terminal da ponte da pentaglicina
liga-se a quarta molécula do penta peptideo (D-alanina), liberando a quinta molécula (também
D-alanina) (BRUNTON et al., 2012; NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).

As proteinas ligadoras de penicilina — PLPs presentes nos micro-organismos catalisam
a reacdo de transpeptidacdo, removendo a alanina terminal para formar uma ligacdo cruzada
com um peptideo adjacente, resultando em uma parede celular rigida. Os p-lactdmicos sdo
analogos estruturais do substrato D-alanil-D-alanina natural e ligam-se covalentemente as PLPs
no sitio ativo, inibindo assim a reacdo de transpeptidacdo, bloqueando a sintese de
peptideoglicano e levando a morte celular. Deste modo, os antimicrobianos S-lactamicos séo
bactericidas que agem inibindo essa Ultima etapa da sintese do peptideoglicano (BRUNTON et
al., 2012; NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).

3.4. Resisténcia antimicrobiana

S&o indmeros os fatores que podem desencadear o surgimento de micro-organismos
resistentes aos antimicrobianos. A resisténcia aos antimicrobianos € um processo natural da
evolugédo dos micro-organismos como um mecanismo defesa, no entanto, o0 uso incorreto ou

indiscriminado destes farmacos facilita o surgimento de patdgenos resistentes, interferindo na
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terapia. 1sso ocorre devido ao uso excessivo de antimicrobianos em paises com regulamentos
de vendas ruins onde os antimicrobianos sdo de fécil acesso ao publico.

Outro fator que pode favorecer o desenvolvimento de patdgenos resistentes consiste na
méa qualidade destes produtos, que podem levar a utilizacdo de doses subterapéuticas
contribuindo para o desenvolvimento de patégenos resistentes. Com isso, medidas preventivas
sdo indispensaveis para minimizar o surgimento de micro-organismos resistentes, ja que o
desenvolvimento de novos antimicrobianos capaz de os combater demanda tempo e elevados
custos.

Embora os carbapenémicos sejam 0s mais potentes S-lactamicos e seu amplo espectro
de atividade englobe muitos dos micro-organismos resistentes as penicilinas e cefalosporinas,
0 desenvolvimento de micro-organismos resistentes aos carbapenémicos € uma ameaca
emergente e tem sido relatado (NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012; PALZKILL, 2013,
BREILH et al., 2013; MELETIS, 2016).

Vale ressaltar que a resisténcia aos carbapenémicos em algumas espécies é intrinseca.
Este é o caso, por exemplo, de Stenotrophomonas maltophilia, que possui a metalo-4-lactamase,
no entanto, isso ndo € comum entre as bactérias clinicamente importantes e para a maioria delas
a resisténcia aos carbapenémicos é adquirida por eventos mutacionais ou aquisi¢do de genes
(MELETIS, 2016).

Em geral, os carbapenémicos tendem a ter uma melhor estabilidade contra as enzimas
p-lactamases em comparagdo com outros antimicrobianos g-lactamicos. As S-lactamases sao
enzimas produzidas pelos micro-organismos como mecanismos de defesa; elas possuem
atividade hidrolitica capazes de inativar os antimicrobianos pela abertura do anel g-lactamico
presente nessas substancias. SAo muitas as enzimas f-lactamases atualmente existentes, as quais
podem ser classificadas pelo o seu perfil de atividade, como apresentado no Quadro 2
(NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012).
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Quadro 2- Grupo de g-lactamases segundo Nordmann, Dortet, Poirel (2012)

p-lactamases
Capazes de inativar penicilinas, mas ndo degradam
Penicilinases cefalosporinas, aztreonam e carbapenémicos.

Inativam preferencialmente as cefalosporinas e
aminopenicilinas, mas nao afetam outras penicilinas (carboxi e

Cefalosporinases . - N
ureido penicilinas), aztreonam e carbapenémicos.

Inativam todos os f-lactamicos exceto carbapenémicos e sao

p-lactamase de espectro inibidas pelos inibidores de p-lactamases como A4cido
estendido (ESBL) clavulanico.

Capazes de inativar os carbapenémicos, algumas enzimas
inativam outros tipos de moléculas

Carbapenemases p-lactamicos. Muitas dessas enzimas ndo s@o inibidas pelos
inibidores de S-lactamases disponiveis.

As p-lactamases sao subdivididas em classes A, B, C e D. As enzimas de classe C (ACT-
1/AmpC, DHA-1, CMY-2, CMY-10) ndo sdo consideradas carbapenemases. Contudo, apesar
de possuirem um baixo potencial de hidrolise do carbapenémico, podem contribuir para o
desenvolvimento de resisténcia ao carbapenémico devido a diminuicdo da permeabilidade da
membrana externa e/ou da sobre-expressdo da bomba de efluxo (MELETIS, 2016).

A classe A de metalo-s-lactamases (MBL) é representada pelas enzimas KPC, GES,
IBC, NMC-A, CFS-1, IMI e SME que foram as primeiras descritas nos EUA, mas agora ja
estdo presentes em todo o mundo. Na classe B encontram-se as enzimas IMP, VIM, NDM,
SPM, GIM, SIM, AIM, DIM, FIM, POM e KHM; estas metalo-/-lactamases foram detectadas
a partir do meio ambiente e bactérias oportunistas. A resisténcia aos carbapenémicos mediada
por metalo-f-lactamases tem se destacado na literatura e € considerada clinicamente importante,
uma vez que sua atividade ndo é inibida pelos inibidores de g-lactamase disponiveis como o
acido clavulanico, tazobactam, sulbactam e NXL-104. A hidrolise é dependente da interagdo
do p-lactamico com ion de zinco no local ativo, que explica a inibicdo da sua atividade por
EDTA, um quelante de cations bivalentes. A classe D, também conhecida como oxacilinases,
inclui 232 enzimas com algumas variantes que possuem atividade carbapenemase dentre elas a
OXA-48 e a OXA-181, que tém sido relatadas em regides do mediterraneo e tém aumentado
progressivamente em outras areas geograficas (NORDMANN; DORTET; POIREL, 2012,
PALZKILL, 2013).

As carbapenemases mais eficazes, em termos de hidrélise do carbapenémico e dispersao
geografica, sdo os tipos KPC, VIM, IMP, NDM e OXA-48. Os KPCs inativam todos 0s


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4735501/#bibr42-2049936115621709
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4735501/#bibr42-2049936115621709
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4735501/#bibr42-2049936115621709
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4735501/#bibr42-2049936115621709
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antimicrobianos f-lactamicos e sdo apenas parcialmente inibidos por inibidores da S-lactamase
como o acido clavulanico, tazobactam e acido bor6énico (MELETIS, 2016). Pseudomonas e
varias espécies de Acinetobacter também tendem a possuir resisténcia aos carbapenémicos por
hidrolise enzimatica. Outro mecanismo de resisténcia bacteriana aos carbapenémicos ocorre
pelas porinas bacterianas que podem influenciar a permeabilidade da membrana celular nas
bactérias, tornando-as menos suscetiveis aos carbapenémicos (EL-GAMAL et al., 2017).

O progresso da resisténcia microbiana aos antimicrobianos existentes é alarmante. Com
iSso, € preciso preservar 0s antimicrobianos que ainda apresentam atividade contra esses
patdgenos. Neste contexto, o controle de qualidade tem um papel fundamental para se assegurar
a correta dosagem contribuindo de forma preventiva a minimizar o desenvolvimento de micro-
organismos resistentes. Estudos das caracteristicas fisicas e quimicas do farmaco e a
quantificacdo do teor da substancia ativa sdo de fundamental importancia para a inddstria

farmacéutica garantir a qualidade do produto comercializado.

3.5. Métodos Analiticos
3.5.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

O método de cromatografia densitométrico por camada delgada foi descrito em 2010
por Abdel-Moety e colaboradores, para a determinacéo de ertapenem e imipenem na presenca
de seus produtos de degradacdo, sem separacdo prévia. A fase movel utilizada foi n-butanol:
agua: acetona (4:3:3 v/v/v) e o Rt apresentado foi de 0,58 e 0,39 para ertapenem e seu produto

de degradacéo e Rt 0,44 e 0,25 para imipenem e seu produto de degradacéo, respectivamente.

3.5.2. Cromatografia eletrocinética micelar
O método de cromatografia eletrocinética micelar foi desenvolvido por Michalska,
Pajchel e Tyski (2009), usando dihidrogénio fosfato de sédio 60 mM e tampdo acido borico

20 mM pH 6,0, e deteccdo UV 214 nm para a determinacdo de ERTM e suas impurezas.

3.5.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Métodos de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) para a quantificacdo de
ertapenem tém sido descritos na literatura. Os primeiros métodos desenvolvidos consistem em
um sistema em que diferentes fases moveis se alternam entre duas colunas para se obter a
separacdo desejada (MUSSON et al., 1998; MUSSON et al., 2002; KITCHEN; MUSSON,;
FISHER, 2004). Desde entdo, novos métodos tém sido publicados na tentativa de se adequar as

exigéncias dos laboratorios de andlise de rotina, que necessitam de meétodos rapidos, simples e
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de facil execucdo. No entanto, muitos dos métodos analiticos apresentados na literatura para
analise do ERTM por cromatografia liquida de alta eficiéncia sdo para a analise do farmaco em
fluidos biologicos (Tabela 1). Os trabalhos publicados para a analise do ERTM em produtos
farmacéuticos sdo apresentados na Tabela 2.

E vélido ressaltar que o ERTM ainda ndo possui monografia em nenhum compéndio
oficial e, portanto, os métodos validados para anélise deste farmaco na inddstria farmacéutica

sdo de alta relevancia.
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Tabela 1- Métodos de CLAE para a determinacdo de ERTM em matriz bioldgica

Deteccao Vazao TR

Matriz Coluna Fase movel - : Referéncia
(nm) (mL min ) (min)
Plasma e urina Coluna de extracdo: Maxsil Bomba 1 (extracdo): tampao UV 300 Bomba 9,9 MUSSON et al.,
humano ODS (50 x 4,6 mm, 10 um) fosfato 25 mM, pH 6,5 (7,1 ¢ 1:1,5 plasma 1998
Coluna analitica: Hypersil fosfato de sodio dibasico anidro Bomba 20,0 MAJUMDAR et
BDS C1 (100 x 4,6 mm, 5 em 2000 mL de &gua, pH 2:2,0 urina  al., 2002
pum) para plasma (150 x 4,6 ajustado para 6,5 com &cido
mm, 5 um) para urina. fosforico, 85%).
Bomba 2 (FM): tampdo fosfato
de s6dio 25 mM pH 6,5: metanol
(89,5: 10,5 viv)
Urina humana Coluna de extracdo: Prism  Bomba 1 (extracdo): tampao UV 300 Bomba 18 MUSSON et al.,
RP (20 x 4,6 mm, 5 um). fosfato 25 mM, pH 6,5 (fosfato 1:2,0 2002
Coluna analitica: Aquasil de sddio dibasico anidro 7,1 g em Bomba
C1.8(100x 4,6 mm,5pum) 2000 mL de agua, pH ajustado 2:1,8
para pH 6,5 com acido orto-
fosférico, 85%)
Bomba 2 (FM): tampdo fosfato
25 mM, pH 6,5: metanol (90:10
v/Iv)
Plasma de Keystone C1s (100 x 4,6 Tampao fosfato 25 mM pH 6,5: UV 300 1,0 105 XUANetal.,,
camundongo mm, 5 um) metanol (100: 9,5 v/v) 2002
Plasma humano  Hypersil BDS Czg (100 X Tampao fosfato de sddio 25 mM UV 300 2,0 55 MUSSON et al.,
4,6 mm, 5 um) pH 6,5: metanol (90:10 v/v) 2003

Continua na préxima pagina
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Tabela 1 (continuacdo)- Métodos de CLAE para a determinacdo de ERTM em matriz bioldgica

Matriz Coluna Fase movel Detecgao Vaza(_J 1 T.R Referéncia
(nm) (mL mint)  (min)
Liquido Coluna de extracao: Bomba 1 (extracdo): acido uv * Bomba 1: 7 KITCHEN,;
cefalorraquidiano  Maxasil C1g (50 x 4,6 mm,  férmico 0,1 % 1,5 MUSSON;
humano 10 pm) Bomba 2 (FM): acetonitrila 0,1 Bomba 2: FISHER, 2004
Coluna analitica: Hypersil ~ %: acido férmico (15: 85 v/v) 2,0
BDS C1g (100 x 4,6 mm, 5
Hm)
Plasma humano Synergi Hydro- RP 80A Acetonitrila: tetra-hidrofurano: UV 315 * * NIX;
(250 x 4,6 mm, 0,4 um) tampéo citrato 0,025 M pH 4,5 MATTHIAS;
(10:1:89 v/viv) FERGUSON,
2004
Plasma e lavado Prontosil 120 AQ + C*® Gradiente: A: Tampao fosfato 10 UV 305 1,0 6,2 GORDIEN et al.,
bronco-alveolar (150 x 4,6 mm, 5 um) mM pH 6,5 com acido fosforico 2006
humano concentrado: B: acetonitrila
94 % A: 06 % B (v/v) 0 a2 min
82% A:18 % B (v/v) 2a 7 min
94 % A: 06 % B (v/v) 7 a 14 min
Plasma humano Synergi  Polar-RP  A80 Gradiente: A: agua 0,2 mM MS-SIM 0,5 3,7 KOEL et al., 2006
Mercury LC (10 x 2,0 mm, acetato de amonio 0,1 % é&cido m/z 473,9

4 um)

acetico pH 3,8: B: metanol

100 % A : 0 % B (v/v) 0 min
10 % A : 90 % B (v/v) 5 min
100 % A: 0 % B (v/v) 3 min

Continua na proxima pagina
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Tabela 1 (continuacao)- Métodos de CLAE para a determinacdo de ERTMem matriz bioldgica

Deteccao Vazao TR

Matriz Coluna Fase movel - : Referéncia
(nm) (mL min?)  (min)
Plasma e Hypersil ODS (125 x 3 mm, Gradiente: UV 300 0,08 15 MUNDKOWSKI et
celulas do 3 um) A: 4gua: B: metanol com 25 al., 2006
tecido mM acetato de amonio
pulmonar 95% A : 05 % B (v/v) 0 min
humano 50 % A :50 % B (v/v) 5 min
Plasma Hypersil ODS (100 x 4,6 Agua: metanol: 4cido orto UV 300 1,0 4 SOLTANI;
humano mm, 5 um) fosférico MACGOWAN;
(64:35:1 vIviv) LOVERING, 2006
Plasma Atlantis Cig (150 x 4,6 mm, Gradiente: tampdo A: &gua: UV 300 1,0 8,44 D'AVOLIO et al.,
humano 3 um) acido formico 0,05 %: tampdo 2008
B: acetonitrila: &cido formico
0,05 %
90 % A : 10 % B (v/v) 0 min
90 % A : 10 % B (v/v) 3 min
50 % A : 50 % B (v/v) 8 min
30% A :70 % B (v/v) 8,1 min
30% A : 70 % B (v/v) 10 min
90 % A : 10 % B (v/v) 10,1 min
90% A : 10 % B (v/v) 14 min
Microdialisad ~ Xterra MS Cig (150 x 3,9 A: agua: acido férmico 99,9: M/M 0,8 1,97 LEFEUVRE et al.,
0, sangue e mm, 5 um) 0,1, viv m/z 476,2 2008
musculo de B: acetonitrila: &cido formico
rato 99,9: 0,1 v/v (82: 18 v/v)

Continua na proxima pagina



Revisdo Bibliogrdfica

41

Tabela 1 (continuacao)- Métodos de CLAE para a determinacdo de ERTMem matriz bioldgica

Deteccéo

Vazao

Tr

Matriz Coluna Fase movel - . Referéncia
(nm) (mL min™?) (min)
Plasma humano Pré-coluna Satisfaction Cg Gradiente: A: metanol: B: UV 298 0,5 23,8 LEGRANDetal.,
Plus (15 x 3 mm, 5 um) tampéo fosfato 0,1 M pH 6,8 2008
Coluna analitica Satisfaction 0% A: 100 % B v/v 0 min
Cg Plus (250 x 3mm, 5 um) 30 % A: 70 % B v/v 25 min
0% A: 100 % B v/v 10 min
Plasma humano Coluna: Waters XBridge C1g Acetonitrila:  tampdo  de UV 304 1,0 4,4 MCWHINNEY et al.,
(30 x 4,6 mm, 2,5 um) fosfato 50 mM a pH 2,4 (12: 2010; BRISCOE et al.,
88 viv) 2012
Plasmahumano Kinetex Penta fluoro fenil Gradiente: A: metanol: B: UV 295 1,0 5,8 DAILLY etal., 2011
(100 x 4,6 mm, 2,6 pum) tampdo fosfato de sodio
Na:HPO4.2H,O 0,1 M pH 7
ajustado com H3PO4 85%
0% A: 100 % B v/v 0 min
30 % A: 70 % B v/v 5 min
Aumento progressivo do
solvente A
Sangue seco Agilent Zorbax Eclipse Plus Gradiente: A: agua: B: CLUE- 0,4 1,04 LAMARCAetal.,
Ci(50x 2,1 mm, 1,8 um)  acetonitrila MS/MS 2012
Ambos contendo 0,1 % de MRM: m/z
acido formico 95 % A: 5% B 476,2 >
viv. Sendo que: 95% de B foi 432,2

alcancado em 1 min e mantida
durante 15 seg; as condicOes
iniciais foram restauradas em
SS.

Continua na préxima pagina
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Tabela 1 (continuacdo)- Métodos de CLAE para a determinacdo de ERTMem matriz bioldgica

Matriz Coluna

Fase movel

Tr
(min)

Deteccao Vazao
(nm) (mL min)

Referéncia

Plasma
humano

Thermo Hypersil-Keystone
Aquasil Cyg (150 x 4,6 mm,
5 um)

Urina humano  Luna Cis (250 x 4,6 mm, 5

pHm)

Gradiente: A: acetonitrila: B:
acetato de amonio 25 mM, pH 4,5
5% A :95% B v/v0Omin

5% A :95% B v/v3min

40 % A : 60 % B v/v 8 min

5% A:95% B v/v8,1min

5% A: 95 % B v/v 10 min

Metanol: agua 18 % v/v pH 8,0
ajustado pela adicéo de solucgéo de
hidroxido de sédio 1,0 M e 25 mM
de acido fosforico

UV 254 1 6,28

UV 220 1 11,50

PICKERING;
BROWN, 2012

DEMIRALAY et
al., 2013

*Dados ndo apresentados
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Tabela 2- Métodos de CLAE para a determinacdo de ERTMem forma farmacéutica

Deteccao Vazao TR
(nm) (mL mint)  (min)
Hamilton PRP - X100 (250 x 4,1 270-280 mg de acido p-hidroxibenzoico UV 305 1,5 10 NATISHAN;
mm, 10 pum) em 1,98 L de agua. pH 9,5 ajustado com SAJONZ, 2001
solucdo aquosa hidroxido de sodio e 20
mL de metanol

Coluna Fase movel Referéncia

Inertsil Phenyl (100 x 0,25 mm)  A: tampé&o fosfato de sodio 0,1% pH 8,0 UV 230 1
B: acetonitrila
98 % A: 2 % B v/v 0 min
95% A :5% B v/v3min
85 % A : 15 % B v/v 25 min
75 % A : 25 % B v/v 35 min
75 % A : 25 % B v/v 45 min
98 % A : 2 % B v/v 47 min
98 % A: 2% B v/iv62 min

R
[N
a1

SAJONZ et al., 2001

YMC Cg (250 x 4,6 mm, 5 um)  Gradiente: A: &cido fosforico 0,05 % pH UV 220 1,5
2,2: B: acetonitrila
90 % A : 10% B v/v 5 min
70 % A : 30 % B v/v 15 min
10% A :90 % B v/v 5 min
90 % A : 10 % B v/v5 min

14 VAILAYA etal., 2005

IR

Continua na proxima pagina
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Tabela 2 (continuacéo)- Métodos de CLAE para a determinacdo de ERTMem forma farmacéutica

Coluna

Fase movel

Deteccéo
(nm)

Vazéao
(mL min)

Tr
(min)

Referéncia

Basica YMC Waters (100 x 4,6
mm)

Fenil Inertsil (250 x 4,6 mm)

LiChrospher RP1g (250 x 4 mm,
5 um)

LiChrosorb Ci1g (250 x 4,0 mm, 5
Hm)

Gradiente: A: Solucéo aquosa de &cido
fosfdrico 0,05 %: B: acetonitrila

90 % A : 10 % B v/v 0 min

60 % A : 40 % B v/v 15 min

10% A : 90 % B v/v 16 min

10% A : 90 % B v/v 19 min

90 % A : 10 % B v/v 20 min

90 % A : 10 % B v/v 30 min

Gradiente: A: tampéo fosfato de sddio a
0,1% em agua pH 8,0: B: acetonitrila

98 % A : 2% B v/v 0 min

95% A : 5% B v/v3 min

85 % A : 15 % B v/v 22 min

75 % A : 25 % B v/v 10 min

Tampéo fosfato 25 mM pH 6,5: metanol
(15: 85 v/v)

Tampéo fosfato 25 mM pH 6,5: metanol
(15: 85 v/v)

UV 230

UV 230

UV 298

UV 298

1,5

1,2

1,2

8,4

15

0-15

SAJONZ; PETER, 2005

SAJONZ et al., 2006

ZAJAC; CIELECKA-
PIONTEK; JELINSKA,
2006

CIELECKA-PIONTEK;,
ZAJAC; JELINSKA,
2008

*Dados nédo apresentados

Continua na proxima pagina
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Tabela 2 (continuacao)-Métodos de CLAE para a determinacdo de ERTMem forma farmacéutica

Deteccéo

Vazao

Tr

Coluna Fase movel - . Referéncia
(nm) (mL min™?) (min)
LiChrosorb Cig (250 x 4,6 mm, Acetato de amonio 0,05 M: acetonitrila: UV 297 1 3,92 ABDEL-MOETY etal.,
10 pm) metanol: trietilamina pH ajustado para 6,5 2010
+ 0,1 com acido fosférico (80:10:10: 0,1
VIVIVIV)
ODS C15 (250 x 4,6 mm, 5 um)  Gradiente: A: acetato de amoénio 0,01 mol UV 230 1 =14 XlEetal., 2012
L e B: acetonitrila. SHI et al., 2012

98 % A:2%Bv/vVOmin
98% A :2%Bv/vemin
75% A : 25 % B v/v 20 min
65 % A : 35 % B v/v 30 min
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3.6. Estabilidade e produtos de degradacéao

Para que possa ser usado na terapia humana com seguranca, o firmaco deve demonstrar
estabilidade adequada na formas farmacéuticas e em fluidos corporais, por isso, 0s produtos de
degradacdo resultantes da sua biotransformacdo devem ser investigados (CIELECKA-
PIONTEK, 2011).

O estudo de estabilidade avalia o perfil de degradacdo do farmaco e a formacdo de
produtos de degradacdo, que sdo impurezas provenientes de modificacdes quimicas geradas
durante o seu armazenamento, decorrentes de fatores externos, como temperatura, umidade, luz
e pH, além de possiveis reacdes com adjuvantes ou com a embalagem primaria. Esses produtos
de degradacdo sdo indesejaveis e podem causar alteracGes a saude. Esse € um tema de suma
importancia para a industria farmacéutica, bem como, para comunidade, uma vez que esta
diretamente relacionada a qualidade do farmaco e, portanto, a maior seguranga no consumo
medicamentoso.

Em 23 de janeiro de 2012, a Agéncia de Vigilancia Sanitaria — ANVISA, por meio da
consulta pablica n® 11, estabeleceu os parametros para a notificacdo, identificacdo e
qualificacdo de produtos de degradacdo em medicamentos, que resultou na Resolucdo da
Diretoria Colegiada (RDC) 58 de 2013 da Anvisa, que estabelece pardmetros para a verificacdo
de produtos de degradacdo em medicamentos, para elaboragdo do perfil de degradacéo
correspondente e para a notificacéo, identificacdo e qualificacdo dos produtos de degradacao
formados ao longo da vida atil do medicamento. Em dezembro de 2015, terminou o prazo dado
as industrias farmacéuticas para se adequarem as novas regras que entraram em vigor.

Dentre as exigéncias impostas por essa resolucao estdo: estudos de degradagéo forcada,
que exige a degradacdo de 10-30% do produto por meio da exposi¢do a condicOes de estresse
por aquecimento, umidade, hidrdlise acida e alcalina, oxidacdo, exposi¢cdo fotolitica e ions
metalicos; limite de identificacdo, notificacdo e qualificacdo das impurezas; perfil de
degradacédo; pureza cromatografica do pico do insumo farmacéutico ativo, produtos de
degradacéo e qualificacdo desses produtos (BRASIL, 2013).

A estabilidade do ertapenem é um tema j& discutido na literatura. A solucdo aquosa de
ERTMdemonstrou ser estavel por 2 dias sob refrigeracdo a 5 °C e por 1 dia em temperatura
ambiente (NATISHAN et al., 2001). Abdel-Moetye colaboradores (2010) descreveram que
solugdes de ERTM se mantiveram estaveis em agua e em solugdes cloreto de sodio por apenas
4 horas e em solucdo de glicose 5% por 3 h a temperatura ambiente. No entanto, os resultados
apresentados por Tice (2004) apontam que solucdo de ERTM em cloreto de s6dio manteve-se

estavel por 6 horas, ambos realizados em temperatura de 25 °C.
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Em um estudo de estabilidade realizado por Mcquade et al., 2004, o ertapenem foi
reconstituido com &gua estéril e diluido em vérias solugdes para infusdo intravenosa. As
solugdes foram armazenadas a -20, 4 e 25 °C e a estabilidade foi monitorada. Os resultados
encontrados apontam que o ertapenem foi estavel por até 6 horas quando preparado em cloreto
de sddio ou solugdo de Ringer mantida a 25 °C, mas exibiu estabilidade inferior a 1 hora em
solucBes de manitol, glicose, heparina sddica e cloreto de potassio mantidas a 25 °C. Quando
armazenada a 4 °C, a solucao de ertapenem em cloreto de sodio ou solucao de Ringer foi estavel
por 3 a 4 dias; o estudo indica ainda que as solucdes de ertapenem congeladas a -20 °C
demonstram extrema variabilidade e, portanto, ndo devem ser congeladas. Gordien e
colaboradores (2006) relataram que ERTM mostrou ser estavel por 6 meses em solugdo tampéao
pH 6,5 se congelada a -80 °C e foi estavel por 12 horas em temperatura ambiente.

Os resultados para estabilidade apresentados por Musson e colaboradores (1998)
apontam que a solucdo de ERTM em solugédo tampéo de &cido 2-[N-morfolino] etano sulfonico
(MES) 0,1 M pH 6,5 e etileno glicol 1:1 v/v foi estavel por 12 horas a 5 °C e por 23 horas a
24 °C. A solucdo em plasma estabilizado se manteve estavel por 12 meses a -70 °C e em urina
estabilizada por 11 meses. Dez anos mais tarde, 0 mesmo estabilizador foi usado por Lefeuvre
et al. (2008); seus resultados indicaram que a solu¢do de ERTM em Ringer estabilizado com
tampdo MES 0,1 M pH 6,5 e etilenoglicol (1:1, v/v) se manteve estavel por um més a -20 °C e
-80 °C, mesmo ap0s trés ciclos de congelamento e descongelamento, mas foi instavel a 4 °C.
Resultados semelhantes foram encontrados por Legrand et al. (2008), em que a solu¢do de
plasma estabilizado com solu¢do tampéo de acido 3-[N-morfolino] propano sulfénico (MOPS)
pH 6,8 ajustado com hidréxido de sodio 2,5 M 50/50 (v/v) se manteve estavel por um més a -
80 °C e por 24 h a 8 °C, em plasma estabilizado a solugdo se manteve estavel por 72 ha 4 °C.

Sabe-se que os carbapenémicos contém um sistema de anéis que se tornam instaveis em
agua, a valores altos ou baixos de pH e que o principal produto de degradacdo formado pela
hidrolise da molécula consiste na abertura do anel g-lactamico. A formacdo deste produto de
degradacdo aumenta em temperaturas acima de 10 °C (MCQUADE et al., 2004; ABDEL-
MOETYet al., 2010). Para alguns autores este foi o Unico produto de degradacdo encontrado
(NAGIBA et al., 2009; ABDEL-MOETYet al., 2010). No entanto, dimeros e desidratados de
dimeros de ertapenem podem estar em equilibrio na solucdo. A formacdo de dimeros esta
diretamente relacionada & concentracio de ERTM em uma solucéo. E possivel observar que a
formacdo desses dimeros ocorre a partir da reacdo entre 0s grupamentos carbonila e amina

presentes na molécula ou oriundos da abertura do anel S-lactamico. Os dimeros sdo formados
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rapidamente em solugdes concentradas com no minimo, 100 mg mL™ ou mais (Figura 3)
(SAJONZ et al., 2001, MCQUADE et al., 2004; SAJONZ et al., 2006).

Figura 3 - Dimeros de ERTM

Hoy Me u Me
i :
o: N
H
OH Q o O,H
HO,C HOC il i i

Dimero H:0a

Fonte: Figuras desenhadas em ChemDraw Profissional 15.1 baseadas na literatura Sajonz et
al., 2001; Vailaya et al., 2005

Na presenca de alcoois, produtos de degradacdo podem ser formados pela etandlise;
como o etanol é usado no processo de sintese é possivel que esse produto aparecera no produto
final devido a presenca de etanol residual (SAJONZ et al., 2001; SAJONZ et al., 2006). A
determinacdo de substancias volateis usadas no processo de sintese do farmaco como etanol,
metanol e n-butanol foi quantificada no produto acabado em um trabalho publicado por
Natishan e Wu, em 1998. Além do produto de hidrélise de anel aberto e dos dimeros presentes
em solucdo, uma impureza a partir da cadeia lateral de ertapenem, o meta-amino-benzoico
prolina-proMABA foi encontrado na analise de ERTM (Figura 4) (SAJONZ et al., 2006).
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Figura 4 - Produtos de degradacéo de ERTM

COOH COOH

NH

NH  (proMAPA)

dcido benzoico m-amino prolina COOH
Produto de hidrélise — anel aberto COOH

COOH COOH

(PAB —ertapenem)

p-amino-benzil ertapenem Produto da metanélise

NH;

Fonte: Figuras desenhadas em ChemDraw Profissional 15.1, baseadas na literatura Sajonz et
al., 2001; Vailaya et al., 2005; Sajonz et al., 2006.

A estabilidade do farmaco é inerente ao pH em que se encontra em uma solucdo. Para
Zajac e colaboradores (2006), a faixa de pH em que a solucdo de ertapenem mantém maior
estabilidade € entre 5 a 6. Estes dados estdo de acordo com o demonstrado por Sajonz et al.
(2001; 2006), em que a faixa de pH sugerida foi de 5,5 a 7,0, sendo o pH 7 preferido, por
proporcionar uma 6tima estabilidade e evitar a formacédo de dimeros. Os autores relatam ainda
que as solucGes de ERTM séo menos estaveis em pH de 9,3 e que pH acima de 7 propicia a
formagéo do seu produto de degradacdo pela abertura do anel g-lactamico. No entanto, para
Natishan et al. (2001), o valor da constante de dissociagdo acido/base - pKa deve ser levado em
consideracdo e com isso o pH ideal para se obter maior estabilidade deve ser 9,5, garantindo
assim que o ertapenem estara completamente ionizado, uma vez que o ERTM apresenta
estrutura anfotera com trés grupos funcionais ionizaveis relevantes, sendo dois centros acidos
(COOH) e um centro basico (anel pirrolidina). Os referidos valores de pKa para ERTM séo:
pKai 2,72; pkaz 3,96 e pKasz 7,06 (NATISHAN et al., 2001; VAILAYA et al., 2005). No
entanto, segundo a plataforma online Chemicalize os dois pKa de relevancia para ERTM sdo
3,37 e9,03.

A constante de dissociacdo acido base — pKa é um importante parametro de absorcéo,
distribuicdo, metabolizagdo, excre¢do, bem como, no desenvolvimento de formulacGes e de
métodos analiticos, sendo necessario seu conhecimento para se estabelecer as condigdes
cromatograficas ideais.

A determinacdo da constante de dissociacdo para ERTM e outros f-lactamicos em

solucdo binéria de &gua/acetonitrila e agua/metanol foi apresentada por Demiralay et al., em
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2012 e 2013. Nestes trabalhos, os valores de pKa foram calculados pelo programa NLREG e
foram comparados a valores de pKa obtidos por diferentes metodologias, de um modo geral,
existe uma boa concordancia entre os valores apresentados neste trabalho e os referidos por
Natishan et al. (2001) e Vailaya et al. (2005). Estudos relacionados a instabilidade e ao perfil
de impurezas de um farmaco sdo essenciais para o desenvolvimento de novos métodos

analiticos.

3.7. Presenca de formas polimorficas

Formas polimorficas de ERTM foram descritas na literatura (BRANDS et al., 2003;
MING et al., 2011; REDDY et al., 2012). A pesquisa de possiveis formas polimérficas é
recomendada pela FDA. No Brasil, passou a ser uma exigéncia para o registro de novos
produtos desde 29 de maio de 2003, com a RDC n° 136 (FDA, 2004; BRASIL, 2017). Investigar
a atividade dos diferentes polimorfos é extremamente importante, pois, embora sejam
qguimicamente idénticos, sabe-se que apresentam diferentes conformacdes espaciais, que podem

afetar a atividade terapéutica por modificar as propriedades farmacoldgicas.

3.8. Ensaio microbioldgico

A exceléncia do laboratério de controle de qualidade microbiolégico é de suma
importancia na prevencdo e controle de doencas infecciosas, impedindo a disseminagio de
agentes patogénicos resistentes e otimizando o tratamento com os antimicrobianos atualmente
disponiveis (THOMSON, 2010). Métodos de difusdo em agar foram usados para avaliar a
atividade do farmaco frente a varios micro-organismos (GOLDSTEIN et al., 2000;
COTTAGNOUD et al., 2003), no entanto, ndo foram encontrados métodos microbiol6gicos
validados para quantificacdo do teor do farmaco na forma farmacéutica para uso no controle de
qualidade.

O progresso da resisténcia aos carbapenémicos é um problema alarmante, uma vez que
estes sdo considerados os farmacos de Ultima escolha para o tratamento de infec¢des graves por
enterobactérias. Assim, & necessario investigar as mudangas no perfil farmacoldgico dos
carbapenémicos (PAL; TRIPATHI, 2013). A auséncia de novos e eficazes antimicrobianos faz
com que o controle de infeccBes contra patdgenos multirresistentes seja uma preocupagao
constante. Em 27 fevereiro de 2017, em Genebra, a Organizacdo Mundial da Saude publicou a
sua primeira lista de "agentes patogénicos prioritarios" resistentes aos antimicrobianos, trata-se
de um catalogo de 12 familias de bactérias que representam a maior ameaca para a saude

humana. A lista da OMS é dividida em trés categorias de acordo com a urgéncia da necessidade
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de novos antimicrobianos: prioridade critica, alta e média. Dentre o grupo de prioridade critica
encontram-se Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacteriaceae. Essas
bactérias tornaram-se resistentes a um grande ndmero de antimicrobianos, incluindo os
carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracdo, considerados o0s melhores
antimicrobianos disponiveis para o tratamento de bactérias multirresistentes. Com isso, 0s
ensaios microbioldgicos capazes de fornecer resultados laboratoriais rapidos e precisos se

tornam indispensaveis.

3.9. Validacdo de métodos

A validacdo de métodos analiticos é uma pratica comum e necesséria na industria
farmacéutica. A qualificacdo de instalacdo e verificacdo de desempenho para a qualificacdo
operacional sdo fundamentais para garantir que a instrumentacdo pode ser usada para a analise
com reprodutibilidade e robustez. Os processos de validagdo sdo obrigatérios para o controle
de qualidade. A especificacdo de qualificacdo de instrumentacdo e a validagdo dos
procedimentos analiticos na inddstria farmacéutica sdo determinadas pelo Guideline for
Industry in Harmonised Tripartite Guideline (ICH, 2005). Desta forma, é possivel desenvolver
produtos com qualidade desde a sua concepcdo até a sua avaliacdo final pelo controle de
qualidade para que possa ser liberado para a comercializacéo e seja seguro para o0 consumidor
(ANTON; SIFFRIN, 1999).

Os 6rgdos regulatorios do Brasil exigem a validacdo de metodologia analitica e, para
isso, adotam documentos oficiais que séo diretrizes a serem seguidas no processo de validacao.
Um processo de validagdo bem definido e documentado oferece as autoridades regulatdrias,
evidéncias objetivas de que 0s métodos e os sistemas sdo adequados para o0 uso desejado. A
Resolucdo RDC n° 166, de 24/07/2007 que dispde sobre a validacdo de métodos analiticos e da
outras providéncias determina que a validacdo deva garantir, por meio de estudos
experimentais, que o metodo atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados (BRASIL, 2017).

Os métodos analiticos sdo de suma importancia para os laboratorios farmacéuticos no
desenvolvimento de novos medicamentos, na determinacdo da pureza do farmaco e na
identificacdo de possiveis impurezas que podem afetar a eficacia do farmaco e/ou ser toxico
para as pessoas. Por isso, 0s requisitos para qualquer método sdo rigorosos, dado que o0s
resultados sdo de grande importancia para a salde humana. E essencial que os métodos

desenvolvidos apresentem alta sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade, possam
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quantificar o farmaco com precisdo, robustez e exatiddo, e se possivel sejam simples,
econdmicos, rapidos e faceis de executar (ABBOTT et al., 2008).

Todos os métodos analiticos desenvolvidos neste estudo de pesquisa foram devidamente
validados segundo as recomendacdes das diretrizes vigentes (BERZAS et al., 2004; ICH, 2005;
BRASIL, 2017) para garantir que os métodos desenvolvidos possam ser usados em aplicacdes
analiticas para quantificacdo de ERTM.

3.9.1. Conformidade do sistema cromatografico

O ICH (2005) estabelece como parte prévia ao processo de validacdo, o teste de
conformidade do sistema (system suitability) para os métodos cromatogréaficos. O teste é uma
etapa essencial para assegurar que 0s parametros cromatogréaficos selecionados estao aptos para
a validacao do método bem como o0 bom desempenho do cromatdgrafo durante a realizagéo das
analises.

A conformidade do sistema cromatografico pode ser verificada injetando dez replicatas
de solucdes de ertapenem substancia quimica de referéncia (SQR) em uma mesma
concentracdo. A partir dos cromatogramas gerados, os parametros fator de retencdo, nimero de
pratos e assimetria do pico cromatografico podem ser mensurados manualmente ou pelo
software usado. Esses parametros foram calculados segundo Cass, Degani, 2012 e a USP 38,
2015 e estdo apresentados nas EquacGes de 1 a 4. O tempo de retencdo, a area do pico e o desvio
padrdo relativo (DPR) também devem ser avaliados. Em caso de ndo conformidade, ajustes no
equipamento e/ou nos parametros selecionados precisam ser adequados e uma nova avaliacdo

da conformidade do sistema deve ser realizada até que os parametros estejam em conformidade.

3.9.1.1. Tempo da substancia ndo retida (To)

O tempo da substancia néo retida (To), conhecido vulgarmente como “tempo morto” ou
“volume morto”, é o tempo, normalmente em minutos, necessario para que o analito percorra
0 sistema cromatografico do ponto de injecdo até o detector, ou seja, € o tempo de elui¢do de
um soluto ndo retido pela fase estacionaria que estd diretamente relacionado ao sistema
cromatografico e a coluna utilizada.

O To pode ser verificado experimentalmente pela injecdo de uma substancia que nao
tenha afinidade pela fase estacionéria ou pela injecdo de um solvente em que o detector em uso
seja capaz de visualizar. Também pode ser verificado pela visualiza¢do da primeira perturbacéo

da linha de base que geralmente se apresentada com a inflexdo do pico no cromatograma.
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Alguns exemplos de substancias comumente usadas para esta finalidade no modo reverso de
eluicdo sdo agua, uracil, ureia, NaNOs; no modo normal de elui¢do usa-se acetona, dissulfeto,
hidrocarbonetos saturados ou aromaticos; e no modo CIH de eluicao geralmente usa-se tolueno.
O To também pode ser estimado teoricamente baseado nas dimensdes da coluna cromatografica,
sendo calculado pela metade do volume interno da coluna em mL dividido pela vazo em
mL min* (Equagéo 1) (CASS; DEGANI, 2012).

2
TO — 0,5.(r.r“.L) Equagéo 1

vazao

Em que:
To= Tempo da substancia nao retida - “volume morto”;

~ _ =1
Vazao = em mL min =314

Volume interno da coluna= r’= raio da coluna em cm
L= comprimento da coluna em cm
As substancias que eluirem no To ou proximo a ele ndo possuem interagdo adequada
com a fase estacionaria e, portanto, ndo ha precisdo e exatiddo apropriada para quantifica-las.
O pardmetro que avalia se a interacdo entre 0 analito e a fase estacionaria € adequada é o fator

de retengao (k’).

3.9.1.2. Fator de retencéo (k’)

O primeiro parametro da conformidade do sistema cromatografico que deve ser avaliado
para o desenvolvimento de um método cromatografico € o fator de retencdo. O fator de retencéo
¢ a medida da posicdo do pico de interesse em relacdo a substancia ndo retida (Equacéo 2).
Considera-se que ha interacdo adequada entre o analito e a fase estacionaria quando k é > 2. Se
necessario, € possivel ajustar o fator de retencdo alterando a forca da fase movel
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; CASS; DEGANI, 2012).

; _ t—t0 N
k' = e Equacéo 2

Em que:
k’ = Fator de retencao
t = Tempo de retencdo do pico de interesse

to= Tempo da substancia ndo retida (volume morto)
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3.9.1.3. Namero de pratos (N)

O ndmero de pratos indica a eficiéncia da coluna cromatografica e é definido pelas
medidas do tempo de retencdo e do alargamento de bandas. Cada prato corresponde a uma etapa
de equilibrio do soluto entre as fases movel e estacionaria, deste que, as condi¢bes adequadas
tenham sido estabelecidas, a eficiéncia é considerada adequada acima de 2000 pratos. A
Equacdo 3 apresenta célculo para a obtencdo do nimero de pratos (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010; CASS; DEGANI, 2012).

N = 5,54, (WL)2 Equacéo 3
0,5

Em que:
t=Tempo de retencdo da substancia analisada

w = Largura a meia altura do pico

3.9.1.4. Assimetria do pico (As)

A assimetria do pico (As) é a medida da proporcdo entre as duas partes de um pico
cromatografico no sentido longitudinal. Pode ser calculada pela medida da largura do pico na
base a 10 % da sua altura e pela distancia entre 0 mé&ximo do pico e a cauda (f), conforme
apresentado na Equacdo 4 (CASS; DEGANI, 2012).

Ag = br Equacéo 4
ar
Em que:

s = Assimetria do pico
bt = Distancia do ponto médio ao ponto posterior medido na base do pico a 10 % da sua altura
ar = Distancia do ponto frontal ao ponto médio medido na base do pico a 10 % da sua altura

3.9.1.5. Resolucéo (R)
A resolucdo é o pardmetro cromatogréfico que indica o grau de separacdo entre duas
substdncias em uma mistura, e é calculada segundo a Equagdo 5 (FARMACOPEIA

BRASILEIRA, 2010; CASS; DEGANI, 2012).

tr—t

R=118 Equacdo 5

Winp2tWan/2

Em que:
t2 e ty = tempos de retencdo das duas substancias da mistura;

W h2 @ Wan2 = respectivas larguras dos picos a meia altura.
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3.9.2. Caélculo do teor médio de ERTM em po liofilizado para solu¢éo injetavel

O teor médio de ERTM em pd liofilizado para solucdo injetavel é calculado pelo
doseamento entre a substancia quimica de referéncia versus a amostra, em triplicata. Para a
realizacéo deste ensaio usa-se normalmente a concentracdo mediana da curva analitica. Embora
o teor médio ndo seja diretamente um dos pardmetros de validagdo, muitos desses parametros
sdo avaliados pelo desvio padrdo relativo entre os doseamentos, como € 0 caso da precisao
intermedidria, (interdias e entre analistas), bem como para a determinacao da robustez adotadas
neste estudo. Cabe ressaltar que existem diferentes maneiras de se avaliar tais parametros e o
modo adotado sdo apresentados no decorrer de cada tépico. A concentracdo de ERTM na

amostra € calculada pela Equacéo 6 e o seu teor percentual pela Equacao 7.

CsqRr
ASQR

Cy=A, X Equacéo 6

Em que:

Ca = concentragdo da amostra

A = absorvancia da amostra

Csqr = concentracao da substancia quimica de referéncia

Asgr = absorvancia da substancia quimica de referéncia

(Cax100)

CA%: Cr

Equacéo 7

Em que:
Ca% = Concentracdo percentual da amostra
Ca = Concentracdo de ERTM encontrada na amostra

Cr = Concentragdo tedrica de ERTM na amostra

3.9.3. Especificidade e Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente uma substancia em presenca
de outros componentes, tais como impurezas, produtos de degradagdo e componentes da matriz
(BRASIL, 2017). Para isso, pode se submeter uma amostra do farmaco a degradacgéo forcada
em condigdes acida, alcalina, neutra, oxidativa, térmica, fotolitica e avaliar a interferéncia de
possiveis produtos de degradacao na quantificacdo do farmaco.

Para um método ser considerado indicativo de estabilidade, ele precisa ser capaz de
quantificar a diminuicdo da quantidade do ingrediente farmacéutico ativo (IFA) no farmaco
devido a sua degradacdo. O estudo de degradacdo forcada nos permite gerar produtos de

degradacdo em um periodo de tempo muito mais curto que os tradicionais estudos de
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estabilidade que incluem estudos a longo prazo (24 meses) e estudos de estabilidade acelerada
(6 meses). O estudo se degradacdo forcada pode ser utilizado para produzir um perfil de
degradacdo semelhante ao do que seria observado num estudo de estabilidade formal, e
portanto, é adequado para desenvolver métodos indicativos de estabilidade que podem ser
aplicados posteriormente para a analise do farmaco.

A degradacdo forcada € um processo que envolve a degradacdo de farmacos em
condicdes mais severas, gerando produtos de degradacdo que devem ser avaliados para
determinar a estabilidade da molécula durante o desenvolvimento de métodos de analise, a fim
de confirmar que tais produtos ndo interferem na detec¢do e quantificacdo da substancia
principal em anélise. Embora o estudo de degradacdo for¢ada seja uma exigéncia das agéncias
regulatérias como ICH e FDA, as orientacdes regulamentares nao especificam as condicfes de
degradacédo a serem usadas, uma vez que, essas devem ser ajustadas inerente a cada farmaco.
Com isso, uma revisao sobre estudo de estabilidade foi apresentada por Blessy e colaboradores
(2014), em que, reune as normas regulatdrias, bem como, contribui¢es de pesquisadores sobre
o tema. O estudo de degradacéo forcada realizado para o desenvolvimento dos métodos neste
estudo foi baseado neste trabalho.

As concentrac@es das solucdes usadas na degradacao e o tempo de exposicao do farmaco
devem ser ajustadas a fim de se avaliar a degradacao de no minimo 5% e ndo mais que 20% da
concentracéo inicial. 1sso por que, degradacdes severas podem gerar produtos de degradagéo
secundarios que ndo sdo de interesse para 0 nosso estudo. O estresse pode ser aumentado ou
diminuido para se adequar o tempo gasto para se obter suficiente degradacdo. Nao € necessario
que a degradacdo forcada resulte em produtos de degradacdo. Apos a exposicao do farmaco as
condigdes de estresse, 0 estudo pode ser terminado se ndo houver degradacéo. A concentragdo
de farmaco recomendada para o estudo da degradagdo é de 1 mg mL™. No entanto, alguns
pesquisadores sugerem que a concentracdo usada para o estudo deve ser compativel com a
concentracdo do farmaco presente nas formulacdes finais (BLESSY et al., 2014).

O teste de estresse € geralmente realizado com acido cloridrico ou acido sulfurico de 0,1
a 1 M para a degradacdo &cida e hidroxido de sodio ou hidroxido de potéssio 0,1 a 1 M para
hidrolise alcalina. Em caso de baixa solubilidade em agua, pode se utilizar co-solventes para
dissolvé-los. O teste de degradacdo é normalmente iniciado a temperatura ambiente e, se ndo
houver degradacdo, é aplicada uma temperatura elevada (50-70 °C). O teste de estresse nao
deve exceder mais de 7 dias. Na degradacdo oxidativa, solucdes a 0,1-3% de peroxido de
hidrogénio & temperatura ambiente durante sete dias ou até uma degradacdo maxima de 20%

pode potencialmente gerar produtos de degradacdo relevantes. Na degradacdo fotolitica as
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amostras de farmaco devem ser expostas a luz UV no comprimento de onda na faixa de
320-400 nm e na degradacdo térmica as amostras devem ser expostas ao calor seco ou Umido a
40-80 °C (BLESSY et al., 2014).

Se as impurezas forem conhecidas e estiverem disponiveis, 0 ensaio de degradacédo
forgada ndo é necessario. Basta injetar a misturas destas substancias para promover a anélise.
Também ¢ aceito promover a “contaminacdo” da amostra com uma substancia quimica de
referéncia conhecida que seja semelhante ao farmaco analisado. A seletividade é confirmada
pela auséncia de interferentes no mesmo tempo de retencdo do farmaco a ser quantificado, o
que pode ser verificado com detector de diodos - DAD e podem ser calculados pela resolucéo
entre os picos das substancias que eluem proximas umas as outras (ICH, 2005).

3.9.4. Limite de Deteccéo e Limite de Quantificacao

O limite de detec¢do (LD) € representado pela menor quantidade do analito presente em
uma amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condicoes
experimentais estabelecidas. Enquanto que, o limite de quantificacdo (LQ) é a menor
guantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisdo e exatiddo
aceitaveis sob as condicBes experimentais estabelecidas.

De acordo com o método proposto por Snyder, Kirkland e Dolan (2010), o LD e 0 LQ
podem ser determinados injetando uma diluicdo em série em niveis crescentes em triplicata.
Com isso, 0 LD e LQ sédo determinados pela observacédo da razédo sinal-ruido, de s/n > 3 para
LD e s/n > 10 associado ao DPR% da area do pico em triplicata < 2 para LQ.

O LD e o LQ também podem ser verificados usando a curva analitica feita em triplicata
e calculados segundo preconizado pela ICH, 2005, que se baseiam no desvio padrdo do

intercepto e na inclinacdo da curva analitica (EquacGes 8 e 9).

D = 3,30
- IC Equacéo 8
100
LO = — Equacéo 9
Q C quag
Em que:

o = desvio padrao da interse¢éo de y na equagéo de regresséo

IC = inclinacdo da curva analitica
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E valido mencionar que, para os métodos analiticos voltados ao controle de qualidade o
LD e LQ néo séo exigidos pelas leis regulamentadoras ICH (2005) e Brasil (2017). Isso por
que, nesse caso em especifico, os valores de LD e LQ séo realizados apenas para demonstrar
que as concentra¢Bes da curva analitica estdo acima das concentracGes a serem quantificadas
com exatiddo, e, portanto, ndo é necessario se obter valores baixos, ja que tais métodos ndo
serdo aplicados para quantificacdo de ERTM em matrizes complexas tais como plasma humano.
Trata-se da quantificacdo do analito em sua forma farmacéutica. Portanto, pode se utilizar
quantidades maiores, que proporcionam resultados mais precisos e robustos, 0 que ndo € um

problema desde que se tenha quantidade de SQR e amostra.

3.9.5. Linearidade

E a capacidade de um método analitico demonstrar que os resultados obtidos s&o
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especifico (BRASIL, 2017). Para a construcao da curva analitica, diferentes concentracfes de
substancia quimica de referéncia sdo preparadas a partir de uma solucdo estoque. A curva
analitica é construida com 5 a 7 concentracdes acima da contracdo do limite de quantificagéo.
Este procedimento é repetido por trés dias em triplicata. Cada valor médio das areas absolutas
obtidas é plotado em relagdo a respectiva concentracdo, a equacdo da reta é determinada e
avaliada estatisticamente pela analise de regresséo linear, coeficiente de determinago (R?) e/ou
coeficiente de correlacdo (R), pelo método dos minimos quadrados e analise de variancia
(ANOVA). A homocedasticidade dos dados foi investigada pelo grafico de dispersdo dos
residuos, segundo o preconizado pela RDC n° 166, de 24 de julho de 2017 que dispde sobre a
validacdo de métodos analiticos e da outras providéncias.

3.9.6. Preciséo

A precisdo ¢ a avaliacéo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas
de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Ou seja, representa o grau de
concordancia entre os resultados de analises individuais de uma mesma amostra homogénea,
em idénticas condicBGes de ensaio. A precisdo é determinada pela repetibilidade, preciséo
intermediaria e reprodutibilidade (ICH, 2005; BRASIL, 2017). A repetibilidade é efetuada por
meio de varias analises, nas mesmas condi¢des em curto intervalo de tempo e pode ser avaliada
pelo desvio padrdo relativo — DPR% (desvio padrdo/média x 100). A precisdo intermediaria

expressa o efeito das variag0es devido a eventos como diferentes dias, analistas ou
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equipamentos, € avaliada pelo desvio padrdo relativo (DPR%) dos teores obtidos por
doseamento de substancia quimica de referéncia versus amostra na forma farmacéutica em
triplicata decorrente de trés dias consecutivos ou por teste t de Student. A reprodutibilidade se
refere ao uso do procedimento analitico em diferentes laboratérios, como parte de estudo

colaborativo.

3.9.7. Exatidao

E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagdo ao valor
verdadeiro. A exatiddo do método pode ser determinada pelo o método de adicdo de padréo
(substancia quimica de referéncia), no qual adicionam-se quantidades conhecidas do analito, de
pureza conhecida ao medicamento; pela analise de uma amostra na qual quantidade conhecida
do farmaco é adicionada a uma mistura dos componentes do medicamento (placebo
contaminado) e ainda, pode ser inferida uma vez que a preciséo, linearidade e especificidade
séo estabelecidas (ICH, 2005).

A exatiddo do método deve ser determinada a partir de trés niveis de concentracdes,
baixa, média e alta (R1, R2 e R3), em triplicata e dentro do intervalo linear. A exatiddo é
calculada como porcentagem de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a
amostra, ou como a diferenca porcentual entre as médias e o valor verdadeiro aceito, acrescida
dos intervalos de confianca. A Equagéo 10 apresenta como a porcentagem de recuperagéo (R%)
é a determinada pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002; BRASIL,
2017).

x 100 10 Equagéo

Em que:
Cf = concentracdo da substancia de amostra adicionada de SQR
Cu = concentracdo da amostra

Cs = concentracdo teodrica da SQR adicionada

3.9.8. Robustez

A robustez representa o grau de reprodutibilidade do teste, ou seja, a capacidade do
método em resistir a pequenas variagcbes dos parametros analiticos, com a finalidade de se
verificar a confiabilidade da analise (BRASIL, 2017). Os parametros alterados podem ser

avaliados individualmente pela comparacdo dos doseamentos de SQR versus amostra, bem
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como, por modelos experimentais de andlise simultdnea como Youden-Steiner e Plackett-
Burman. Nesse estudo, a robustez dos métodos desenvolvidos foi avaliada individualmente ou
pelo modelo de Plackett-Burman quando a técnica analitica permitiu a alteracdo de sete
parametros simultaneos. O modelo fatorial de Plackett-Burman avalia a diferenca dos teores
obtidos em triplicata nos doseamentos de SQR versus amostra decorrente das pequenas
alteracOes efetuadas nos parametros analiticos de forma simultanea. Para isso, uma matriz de
15 experimentos variando 7 parametros em nivel superior e inferior é disponibilizada. Como
apresentado na Tabela 3, em que, as letras de A a G representam 0s parametros analiticos
selecionados e o nimero de 1 a 15 é o numero de experimentos em que O corresponde aos
parametros normais pré-estabelecidos no processo, enquanto que os valores 1 e -1 sdo,

respectivamente, os niveis superiores e inferiores a esses parametros.

Tabela 3- Teste de robustez utilizando o modelo experimental de Plackett-Burman

Parametro Combinacdo Fatorial

Analitico 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
A 11101 0O0O0O=-1 -1 -1 0 -1 o0 0
B o1110110O00 -1 -1 -1 0 -1 o0
C o 0111010 0 O -1 -1 -1 0 -1
D 10 0 121 1 1 0 0 -1 O o -1 -1 -1 0
E 0o 1.0 0 1 1 1 0 0 -1 o0 o -1 -1 -1
F 101 0 0 1 1 0 -1 0 -1 O o -1 -1
G 11 0 1 0 0 1 0 -1 -1 0O -1 O 0 -1

A G: Parametro analitico selecionado; 1-15: nimero de experimentos, em que 2n + 1. n = nimero de
parametro, 1, 0, -1: niveis dos parametros

A escolha dos parametros e 0s niveis em que devem ser testados sdo muito importantes
para obtencdo de um teste de robustez confiavel. Os parametros devem ser condizentes com a
realidade préatica e os niveis devem refletir a variacdo que pode ser geralmente observada.

Os resultados obtidos sé&o calculados pela diferenca dos teores da mesma forma proposta
por Youden, Steiner (1975). Em que, para determinar a influéncia das variagdes de cada
parametro, a média dos doseamentos, realizados em triplicata correspondente aos parametros
normais, € comparada as médias dos doseamentos correspondentes aos niveis alterados.
Portanto, o efeito médio de cada parametro variado é a diferenca media entre as observacoes
determinadas nos niveis extremos e aqueles determinados no nivel ideal em mddulo. A
Equacdo 11 exemplifica a avaliacdo do efeito da alteracdo do pardmetro A, do mesmo modo 0s

outros parametros também séo avaliados (BERZAS et al., 2004).

V2S > |DA| Equagéo 11
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Em que:

S

2
7(DA2 + DB?+ DC? + DD? + DE? + DF? + DG?)

Sendo que o desvio de cada parametro alterado (DA, DB, DC etc...) deve ser menor que

o valor resultante de v/2S para se inferir que os efeitos obtidos com as variagdes dos parametros
ndo foram significativos e, portanto, 0 método é robusto para todos os fatores selecionados.

Para determinar a influéncia das alteracdes em cada parametro, comparou-se a média
dos doseamentos realizados em triplicata correspondentes aos niveis normais com a média da
dosagem correspondente aos niveis modificados, para se obter o efeito médio de cada variavel.

Durante o processo de validacdo analitica, conhecimentos de estatistica sdo
fundamentais, uma vez que a interpretacdo correta dos resultados assegura a conformidade com
as exigéncias regulatorias, além de evitar falsas conclusdes nos estudos realizados. A validagédo
de métodos analiticos é imprescindivel para o controle de qualidade na producdo de
medicamentos seguros.

Esta pesquisa cientifica contempla temas atuais e de elevada importancia; refere-se a
garantia da qualidade dos medicamentos utilizados na terapéutica humana. A literatura
apresenta poucos artigos cientificos descrevendo o desenvolvimento de métodos analiticos
voltados para o controle de qualidade deste farmaco na forma farmacéutica. Portanto, o
desenvolvimento e a validacdo de métodos analiticos para a caracterizagdo e quantificacdo de
ERTM em po liofilizado para solucdo injetavel empregando métodos viaveis e seguros, sem
prejudicar 0 meio ambiente sdo essenciais para 0 uso seguro deste produto, proporcionando
beneficios globais. Soma-se a isso, o fato do ERTM ainda n&o possuir monografia em nenhum
compéndio oficial, o que reitera a relevancia e 0 mérito técnico-cientifico deste estudo.

Nesse sentido, justifica-se o fato deste trabalho propor a realizacdo de técnicas analiticas
para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, bem como, o desenvolvimento e
validacao de novos métodos analiticos para quantificagdo do ERTM na forma farmacéutica de
po liofilizado para solucgéo injetavel, que sdo imprescindiveis para a garantia da qualidade na
producéo de medicamentos seguros e apropriados para uso da populacéo.

3.9.9. Critérios de aceitacao para os parametros de validacéo
Os critérios usados para avaliar os limites de aceitacdo do teste de conformidade do
sistema cromatogréafico foram analisados de acordo com a revisdo dos parametros de aceitacdo

para teste de conformidade do sistema apresentada por Bose em 2014, ICH, 2005 e,
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recentemente, pela Resolugdo RDC n° 166, de 24/07/2017 que dispde sobre a validagéo de
métodos analiticos e d& outras providéncias (BRASIL, 2017). Os resultados séo considerados
adequados quando o fator de retencdo "k™ é inferior a 2 e 0 numero de pratos "N™ é acima de
2000. Além disso, o desvio padrdo relativo (DPR) menor que 2,0 % é aconselhavel para a
avaliacdo da area do pico e do tempo de retencdo dos cromatogramas proveniente de dez
injecOes consecutivas.

Dentre os parametros de validacgéo, a linearidade é avaliada estatisticamente pela analise
de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados e andlise de variancia (ANOVA). Os
testes estatisticos devem ser realizados com um nivel de significancia de 5%. O coeficiente
angular deve ser significativamente diferente de zero e o coeficiente de correlacdo deve estar
acima de 0,990. Além disso, a homocedasticidade dos dados deve ser investigada pela analise
dos residuos, e considera-se adequado residuos homogéneos com desvio < 2 % para inferir que
0 modelo é considerado adequado para utilizag&o.

A seletividade € realizada submetendo o farmaco em anélise a degradacéo forcada para
verificar se ha interferentes coeluindo no mesmo tempo de retencdo do farmaco a ser
quantificado. Para substancias que eluem préximas umas as outras o resultado pode ser avaliado
pela resolucdo entre os picos cromatograficos dessas substancias. Se a resolucdo for abaixo de
1, infere-se que ndo ha resolucdo / separacao, e portanto os picos estdo coeluindo; a resolucéo
> 1 é aceita e a resolucdo acima de 1,5 é considerada perfeita ou seja ambos 0s picos retornam
a linha de base, o que indica que as substancias encontram-se completamente separadas.

Os parametros de robustez e precisdo sdo avaliados pelo DPR% dos teores obtidos entre
os doseamentos em triplicata de ERTM SQR versus ERTM em p6 liofilizado para solugéo
injetavel, sendo considerado adequado quando obtiver DPR% < 2. A exatidao € avaliada pelo
teste de recuperacdo da quantidade conhecida do analito adicionado a amostra, como
determinado pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002; BRASIL, 2017).
O teor médio, obtido em trés diferentes niveis de concentra¢des dentro do intervalo linear deve

ser avaliado em triplicata e apresentar DPR% < 2.

3.10. Quimica verde

A quimica verde é um tema atual que vem sendo muito descutido em diferentes areas
pela comunidade académica, e mundialmente encorajada por pesquisadores e empresas com
consciéncia ambiental. A quimica verde tem como finalidade reduzir e, se possivel, eliminar o
uso de substancias toxicas para proteger o meio ambiente e a salide humana (ANASTAS, 1999).

Esta é uma tendéncia que tem ganhado impulso e vem sendo rapidamente adotada também por
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laboratorios e industrias farmacéuticas que tém tentado se adequar para desenvolver métodos
de anélises farmacéuticas que reduzam o dano ambiental e 0s riscos operacionais para o analista
(CUE; ZHANG, 2009; ZHANG; CUE, 2012; ROSCHANGAR; SHELDON; SENANAYAKE,
2015).

Técnicas analiticas que priorizem a sustentabilidade ambiental tém sido apresentadas na
literatura como método ecoamigével, método ecoldgico, método analitico verde, métodos
amigos do ambiente, método ambientalmente amigavel (CONSORTTI; SALGADO, 2017,
FIGUEIREDO; SALGADO, 2017; KOGAWA,; SALGADO, 2017; RECHELDO, et al., 2017;
RODRIGUES; SALGADO, 2016; KOGAWA; MELLO; SALGADO, 2016; NATORI,
TOTOLI; SALGADO, 2016; ASSASSI et al., 2015; EL-HADY; ALBISHRI; RENGARAJAN,
2015; TOTOLI; SALGADO, 2015; TOTOLI; SALGADO, 2014a; TOTOLI; SALGADO,
2014b).

Em 1998, Anastas e Warner apresentaram 12 principios da Quimica Verde, desde ent&o,
estes principios vém sendo discutidos na literatura (GALUSZKA; MIGASZEWSKI,
NAMIESNIK, 2013; KOEL et al., 2011; KOEL; KALJURAND, 2006; LENARDAO et al.,
2003).

Os 12 principios da quimica analitica verde segundo Galuszka, Migaszewski e
Namiénski (2013) sdo:

1. As técnicas analiticas diretas devem ser aplicadas para evitar o tratamento de amostras;
2. O tamanho e a quantidade das amostras devem ser as menores possiveis;

3. As medidas in situ devem ser priorizadas;

4. Os processos e operacdes analiticas devem ser integrados para economizar energia e

reduzir o uso de reagentes;

o

Os métodos automatizados e miniaturizados devem ser selecionados;

6. A derivatizacGes devem ser evitadas;

7. A geracdo de grandes volumes de residuos analiticos deve ser evitada e o correto destino
destes residuos deve ser providenciado;

8. Os métodos multi-analito ou multi-parametro séo preferidos em relacdo aos métodos
que analisam um analito por vez;

9. O uso de energia elétrica deve ser minimizado;

10. Os reagentes obtidos a partir de fontes renovaveis devem ser preferidos;

11. Os reagentes tdxicos devem ser eliminados ou substituidos;

12. A seguranca do operador deve ser aumentada.
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Dentre as inumeras propostas de se otimizar os métodos analiticos, a mais cogitada é a
possibilidade de se substituir o solvente organico utilizado por solventes menos téxicos (PRAT,;
HAYLER; WELLS, 2014; PENA-PEREIRA; KLOSKOWSKI; NAMIESNIK, 2015;
RAVIKIRAN; PRASAD; ANOOP, 2015; SHEN; CHEN; BEEK, 2015; WELTON, 2015).

A selecdo de solventes ambientalmente amigéveis deve ser priorizada na escolha de
solventes a serem usados no desenvolvimento de métodos analiticos. De acordo com a
classificacdo The Center for Drug Evaluation and Research (CDER) e da Food and Drug
Administration (FDA), 2012, os solventes de classe 111 ttm o menor potencial toxico e menor
risco para a saude humana. Por isso, devem ser selecionados em relacdo aos demais sempre que
possivel. Estes solventes sdo: acido acético, heptano, acetona, acetato de isobutila, anisol,
acetato de isopropila, 1-butanol, acetato de metila, 2-butanol, 3-metil-1-butanol, acetato de
butila, metiletilcetona, éter terc-butilico, metil-isobutilcetona, sulféxido de dimetila , 2-metil-
1-propanol, etanol, pentano, acetato de etila, 1-pentanol, éter etilico, 1-propanol, formiato de
etila, 2-propanol, acido férmico e acetato de propila.

Em 2014, PRAT, HAYLER e WELLS, publicaram uma revisao, onde sdo comparados
0s guias de selecdo de solventes até entdo disponiveis com o intuito de ajudar o analista a
escolher os solventes mais sustentaveis. Uma padonizacdo entre essas classificacdes ainda ndo
esta disponivel.

Além da substituicdo, reducédo ou eliminacdo do uso de solventes organicos, as analises
em nanoescala e miniaturizacao sao incentivadas. Os métodos por espectrofotometria na regido
do infravermelho e na regido UV, a eletroforese capilar, a cromatografia em fluido supercritico
e 0 ensaio microbioldgico proposto neste trabalho ja sdo métodos considerados naturamente
“verdes” uma vez que na maioria dos casos ndo ha a necessidade de uso de solventes organicos.
No entanto, a técnica analitica mais utilizada ainda hoje pela industria farmacéutica, sem
duvida, é a cromatografia liquida de alta eficiéncia.

Diferentes maneiras de se otimizar os métodos cromatograficos tém sido sugeridas na
literatura. A diminuicdo do didametro interno da coluna permite a reducéo de 90% do solvente
utilizado sem perda da seletividade do cromatograma. Este efeito é ainda mais pronunciado
guando se utiliza colunas capilares ou com dimensdes nano, para as quais a vazao é de 0,1 a
10 uL min. Outra opcdo seria diminuir o comprimento da coluna cromatografica; quanto
menor o comprimento da coluna, menor serd o tempo de retencéo, com isso se obtém analises
mais rapidas com menor consumo de solvente. Entretanto, nesse caso observa-se uma perda de
eficiéncia da coluna cromatografica. Pode se ainda, diminuir o tamanho da particula, neste caso

se obtém uma dréastica diminuicdo do tempo de retencédo e portanto, diminui¢do do tempo de



65
Revisdo Bibliogrdfica

andlise e do volume de solvente, sem a perda de eficiéncia, no entanto, como consequéncia
ocorre 0 aumento na pressdo do sistema necessitando equipamento compativel (LANCAS,
2009).

A adequada escolha da fase estacionaria em relacdo ao analito também contribui para
otimizacdo do tempo de retencdo e com isso, minimiza o tempo de analises e consumo de
solvente necessario para a analise. Usar apenas &gua em elevadas temperaturas como fase movel
é um grande nicho no momento. Aumentando a temperatura da agua ocorre a diminuicdo da
constante dielétrica da agua que permite seletividades Unicas. O aumento na temperatura facilita
a solubilizacdo do analito na fase moével reduzindo o tempo de retencdo. Essa técnica tem sido
empregada com sucesso, no entanto, deve ser feita com cautela uma vez que interfere na
qualidade da fase estaciondaria se a mesma nao for apropriada para uso em altas temperaturas
(YANG et al., 2011; PEREIRA, et al., 2009; LANCAS, 2009).

Estratégias para reciclar o solvente usado e/ou descontaminar os residuos gerados no
laboratério decorrente das técnicas analiticas também tém sido questdo de investigacdo e
aprimoramento (GARRIGUES; ARMENTA; GUARDIA, 2010; LANCAS, 2009; NOLASCO;
TAVARES; BENDASSOLLI, 2006).
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4. ASPECTOS GERAIS DO FARMACO
Nome de comercial: INVANZ®
Nome genérico: Ertapenem sodico (CAS 153773-82-1)

Nome quimico: sal monossédico do &cido [4R-[3(3S,5S),4a,54,65(R)]]-3-[[5-[[(3-
carboxifenil)amino]carbonil]-3-pirrolidinil]tio]-6-(1-hidroxietil)-4-metil-7-oxo0-1-azabici-
clo[3.2.0] hept-2-ene-2-carboxilico.

Formula quimica: C22H2sN307SNa
Massa molecular: 497,50 g mol*
Teor de sodio: 48,3 mg/g

Propriedades fisico-quimicas: Apresenta-se na forma de p6 branco a quase branco,
higroscopico, pouco cristalino. E solGvel em agua e em solugdo de cloreto de s6dio a 0,9%,
praticamente insoltvel em etanol e insoltivel em acetato de isopropila e tetraidrofurano (THF)
(THE MERCK INDEX, 2013).

Categoria: Antimicrobiano
Classe: Carbapenémico

pKa: O grau de ionizacdo da molécula é fundamental para obtencdo de resultados
simétricos em técnicas analiticas. O pKa de ERTM pode ser verificado na plataforma
Chemicalize disponivel online, em que, os dois pKa mais fortes, acido e basico sdo,
respectivamente, apresentados 3,37 e 9,03. O pKa também foi calculado de forma empirica
usando software ACD/Labs 6.0, que exibiu 7 valores de pKa para a molécula ERTM sendo
estes 14,55 + 0,70, 14,36 + 0,20, 7,94 + 0,60, 4,37 + 0,60, 4,30 £ 0,70, 4,03 + 0,10, 2,51 + 0,40.
Além disso, diferentes valores de pKa para ERTM sdo citados na literatura, estes valores foram
previamente discutidos no item 3.6, que aborda a estabilidade do farmaco (NATISHAN et al.,
2001; CROCKER, WANG, MCCAULEY, 2001; VAILAYA etal., 2005; DEMIRALAY etal.,
2012; DEMIRALAY et al., 2013).

Comercializagdo de ERTM no mundo: O ERTM esta disponivel como INVANZ®
(Merck) em varios paises como: Alemanha, Argentina, Australia, Austria, Brasil, Canada,
Chile, Dinamarca, Espanha, Estados Unidos, Filipinas, Finlandia, Franca, Grécia, Hong Kong,
Hungria, Irlanda, Israel, Italia, Malasia, Nova Zelandia, Polénia, Portugal, Reino Unido, RUssia,
Singapura, Suécia, Tailandia e Venezuela (SWEETMAN, 2011).
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4.1. Substancia Quimica de Referéncia (SQR)
A substancia de referéncia utilizada foi o padrdo secundario com teor declarado de
99,2% (Lote n° EBO04C1).

4.2. Forma Farmacéutica

Foram utilizadas amostras comerciais de ERTM, marca comercial INVANZ® na forma
farmacéutica pé para solucao injetavel em frasco ampola contendo 1 g de substéncia ativa que
contendo os adjuvantes hidréxido de sodio e bicarbonato de sédio (Lote n°® 2178140). ASQR e
a forma farmacéutica foram gentilmente cedidas pelo laboratério Merck Sharp & Dohme do

Brasil (Campinas-SP).
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5. ANALISE QUALITATIVA

A caracterizacdo de substancias ativas pelo controle de qualidade é indispensavel para
obtencdo de medicamentos eficazes e estaveis, garantindo o seu contetudo nas especialidades
farmacéuticas e a sua conservacdo durante todo o periodo em que é comercializado. Neste
trabalho as caracteristicas fisicas do farmaco, a sua solubilidade, ponto de fusdo e pH foram
avaliados; métodos qualitativos por cromatografia em camada delgada, espectrofotometria no
ultravioleta, espectrofotometria no infravermelho e técnicas cromatograficas foram utilizados

para analise e identificacdo de ERTM po liofilizado para solucéo injetavel.

5.1. Caracteristicas fisicas
O ERTM pé liofilizado para solucdo injetavel, descrito no item 4.2., foi avaliado
visualmente em relacdo ao aspecto, cor, odor e por microscopia Optica para verificar a

cristalinidade da particula.

5.1.1. Material
Para avaliar a cristalinidade da particula foi usado Microscopio Hirox® modelo
KH-7700.

5.1.2. Método

Uma porcao do po liofilizado de ERTM para solucéo injetavel descrito no item 4.2. foi
distribuida em um vidro de relégio e analisada quanto a cor e odor. Para analise microscépica,
uma pequena aliquota desta porgéo foi colocada em uma lamina de vidro, a qual foi coberta
com uma laminula e foi inserida no microscépio para visualizacdo. O aumento de 1.050 e 1.400

vezes foram usados para a analise.

5.1.3. Resultados e discusséo

O ERTM apresentou-se sob a forma de p6 branco e inodoro. A microscopia Optica,
embora seja uma técnica simples, permite avaliar os aspectos morfol6gicos bem como o
tamanho de particula e caracterizar os solidos em amorfos ou cristalinos. A avaliacdo
microscopica das particulas (Figura 5) demonstra que o ERTM apresenta refringéncia
indicando tracos de cristalinidade, e, portanto, é caracterizada como forma pouca cristalina. As

descricdes estdo de acordo com a citada pelo fabricante e descritas na bula.
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Figura 5- Microscopia Optica de ERTM substancia quimica de referéncia.

5.2. Determinacéo de solubilidade

Embora o teste de solubilidade ndo possa ser tomado no sentido estrito de constante
fisica, complementa e corrobora com o0s demais ensaios, sendo preditivo na determinacéo da
melhor solubilidade para testes quantitativos, podendo ter um valor definitivo caso a substancia
ndo apresente a solubilidade minima exigida, principalmente, no solvente &gua
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

5.2.1. Material

Todas as determinagdes foram realizadas em tubos de ensaio com 25 mm de didmetro x
150 mm de altura, com auxilio de micropipeta e agitador Phoenix modelo AT 56. Os solventes
utilizados foram acetonitrila (J.T Baker), agua purificada (Milli-Q®), etanol PA (Cinética) e
metanol PA (Synth). O solvente acetonitrila foi grau CLAE e os demais solventes foram de

grau analitico.

5.2.2. Método

Foram transferidos 10 mg de ERTM po liofilizado para solucdo injetavel descrito no
item 4.2. para os tubos de ensaios, aos quais foram adicionadas aliquotas crescentes de solvente
sob agitacdo em agitador Phoenix modelo AT 56, para observacdo quanto a dissolucdo do
produto. O ensaio de solubilidade foi realizado a 25 °C. A solubilidade encontrada é designada
por termos descritivos, conforme o preconizado na Farmacopeia Brasileira (2010), e 0s seus
significados estdo relacionados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Termos descritivos no teste de solubilidade segundo a Farmacopeia Brasileira

Termo descritivo Solvente

Muito solavel Menos de 1 parte
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Solavel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soltvel De 30 a 100 partes
Pouco soltvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insoluvel ou

insoluvel Mais de 10000 partes

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

5.2.3. Resultados e discusséo

Os resultados obtidos foram apresentados segundo os termos descritivos disponiveis na
Farmacopeia Brasileira (2010); a expressdo partes refere-se a dissolucdo de 1 g do soluto em
1 mL do solvente. A fim de minimizar o consumo de amostra e solventes, as quantidades
utilizadas neste teste foram adequadas proporcionalmente para 10 mg de soluto. Os resultados
obtidos no teste de solubilidade para ERTM pé para solucdo injetavel em diferentes solventes

encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5- Solubilidade de ERTM p0 para solucédo injetavel em diferentes solventes a 25 °C

Solventes Termo descritivo
Acetonitrila Praticamente insoluvel
Agua Purificada Facilmente soluvel
Etanol Praticamente insoluvel
Metanol Solavel

A solubilidade é um método qualitativo que caracteriza a amostra de acordo com a sua
polaridade, sendo Util na identificacdo e pureza dos farmacos. Este parametro também é
necessario para a determinacdo dos solventes a serem utilizados nos testes guantitativos. De
acordo com os pardmetros avaliados, a amostra de ERTM p6 liofilizado para solucéo injetavel
apresenta-se facilmente sollvel em agua e praticamente insolivel em etanol; esses resultados
sdo condizentes com The Merck Index (2013) usado como referéncia por ndo dispor de
monografia em compéndios farmacopeicos até 0 momento. O ERTM foi solGvel em metanol e
praticamente insollvel em acetonitrila. Estes solventes foram escolhidos por serem o0s solventes
de escolha para o desenvolvimento dos métodos quantitativos e esses resultados devem ser
considerados na escolha dos solventes a serem usados como fase mével e para a solubilizacdo

da amostra no desenvolvimento dos métodos para que ndo haja problemas de precipitacdo da
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amostra. Portanto, o farmaco mostrou ser facilmente solivel em agua, solvente escolhido

sempre que possivel para 0 uso nos testes quantitativos a serem realizados.

5.3. Determinacao de umidade

Considerando que muitas substancias farmacopeicas encontram-se na forma hidratada
ou com &gua absorvida, os métodos de determina¢do de umidade sdo de alta relevancia. O
método de perda por dessecacdo € usualmente realizado para verificar a quantidade de

substancia volatil presente na amostra.

5.3.1. Material

O teor de umidade da amostra de ERTM descrito no item 4.2. foi analisado pela técnica
de perda por dessecacdo realizado em analisador de umidade por infravermelho, modelo
IV-2000 (Gehaka®, SP, Brasil), que se trata de uma balanga com aquecimento por radiagio

infravermelha, que permite avaliar a umidade da amostra.

5.3.2. Método

A determinacdo de substancias volateis da amostra de ERTM em po liofilizado para
solugdo injetavel (descrita no item 4.2) foi realizada de acordo com a técnica para determinacéo
da perda por dessecacdo utilizando balanca por infravermelho, preconizada pela Farmacopeia
Brasileira (2010). O método de dessecacdo em analisador de umidade por infravermelho
consiste em dessecar o farmaco até peso constante, em temperatura apropriada, durante o tempo
necessario. Neste ensaio, o contetdo de um frasco de ERTM pdé para solucdo injetavel foi
pesado e registrado. Foi transferido na sequéncia para o equipamento, onde permaneceu por
1 min a 105 °C, o teor de umidade foi calculado automaticamente pelo equipamento. A anélise
foi realizada em triplicata e as determinacdes foram conduzidas de acordo com a técnica

preconizada pela Farmacopeia Brasileira (2010).

5.3.3. Resultados e discusséo
Os resultados encontrados para 0s metodos de determinacdo de umidade sdo

apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Umidade de ERTM p06 para solucdo injetavel determinado em analisador de umidade

por infravermelho

Ensaio Teor de umidade (%0)
1 1,90
2 1,80
3 2,00
Média 1,90
Dp& 0,10
EPMP 0,05

3DP= Desvio padrio; "EPM= Erro Padrdo da Média

O teor de umidade obtido por analisador de umidade por infravermelho foi de 1,90%,
sendo considerado adequado. Dentre os métodos existentes para se avaliar umidade, 0 método
determinacéo da perda por dessecacdo usando balanca por infravermelho foi escolhido por ser
um método simples, pratico, rdpido quando comparado ao tradicional método gravimétrico e
ndo tem as limitacdes do método de Karl Fischer, que além de ser aplicado apenas para a
determinacdo de &gua 0 método limita-se aos casos em que a amostra a ser analisada ndo reaja
com os componentes do reagente de Karl Fischer ou com o iodeto de hidrogénio formando agua
durante a reacdo. O método escolhido por analisador de umidade por infravermelho é capaz de
detectar substancias volateis, além de ndo gerar residuos a serem descartados.

E interessante lembrar que cada molécula de dgua possui massa molar equivalente a
18,015 g/mol, portanto a umidade excessiva pode interferir na pesagem da quantidade exata de
farmaco, levando a resultados duvidosos de teor ou poténcia, em analises quantitativas. Altos
teores de umidade também podem indicar ma conservacdo das matérias-primas propiciando a
deterioracdo dos produtos. Com isso, a determinacdo de umidade € Util para se estabelecer o
tempo de dessecacdo ao qual a amostra deve ser previamente submetida as analises
guantitativas, sendo um ensaio de extrema importancia para a obtencdo de pesagem precisa e

resultados confiaveis.

5.4. Determinacao do ponto de fusao

A faixa de fusdo de uma substancia é o intervalo de temperatura compreendido desde o
inicio da fluidificagdo da substancia ao término da fusdo, que é evidenciado pelo
desaparecimento da fase solida, enquanto que o ponto de fusdo é a temperatura na qual uma
substancia se encontra completamente fundida (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A determinacdo do ponto de fusdo é um método simples, econémico e rapido,

frequentemente empregado na caracterizagdo de uma substancia, sendo ainda um importante
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indicativo de pureza, quando comparado com padrdes de referéncia, pois uma pequena
quantidade de impureza pode causar diminui¢do do ponto de fuséo ou alargar a faixa de fuséo

de uma determinada substancia.

5.4.1. Material
Foram utilizados tubos capilares com 1,6 mm de espessura e 7,5 cm de comprimento e

equipamento automatico Stuart Scientific SMP3 - Staffordshire, UK.

5.4.2. Método

O ponto de fusdo foi determinado pelo método do capilar. Ap6s dessecar o ERTM SQR
por 1 hora a 105 °C, uma porcdo do po foi introduzida e compactada em tubos capilares, de
modo a formar coluna de aproximadamente 3 a 4 cm de altura. Os capilares foram inseridos
verticalmente no equipamento automatico, utilizando-se taxa de aquecimento de 1,0 °C por
minuto, prosseguindo até 10,0 °C ap6s a completa fusdo do farmaco.

5.4.3. Resultados e discusséo

Para a realizagdo do ponto de fusdo, foram utilizadas amostras de ERTM p6 liofilizado
para solucdo injetavel, descrito no item 4.2., submetidas a trés ensaios efetuados em diferentes
dias, cada ensaio é determinado em triplicata simultaneamente. O mesmo procedimento foi
realizado para ERTM SQR (item 4.1.), a fim de comparar os resultados. O ponto de fuséo foi

observado visualmente e os resultados obtidos estdo apresentados da Tabela 7.

Tabela 7 - Valores do ponto de fusdo obtidos para ERTM amostra e SQR

Ensaio SQR (°C) ERTM (°C)

1 233,00 247,80

2 234,00 248,10

3 233,70 248,00
Meédia 233,50 247,97
DPRP 0,30 0,06

2DP= Desvio Padrio; °DPR= Desvio Padrdo Relativo.

O ERTM SQR apresentou inicio de degradacdo, visualizada em 232 °C pela alteragdo
de cor das amostras, aumentando progressivamente de intensidade até sua completa
carbonizacédo, de branco a amarelo-alaranjado-marrom-preto e fundiu em torno de 234 °C
(Figura 6). No entanto, a fusdo das amostras de ERTM em p6 liofilizado para solugéo injetavel

foi evidenciada em aproximadamente 15 °C acima em relacdo a SQR. Acredita-se que esta
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alteracdo é decorrente dos adjuvantes contidos na amostra em po liofilizado para solugéo
injetavel, bicarbonato de sodio e hidroxido de s6dio com ponto de fusdo de 270 °C e 318 °C,
respectivamente, segundo o Handbook of Pharmaceutical Excipientes 6 edicdo (ROWE;
SHESKEY; QUINN, 2009).

Figura 6 - Capilares contendo ERTM SQR (a) e ERTM forma farmacéutica em po liofilizado

para solucéo injetavel (b), antes e depois da fuséo.

Até o presente momento ndo ha monografia para 0 ERTM em compéndios oficiais.
Laudos de andlises de fornecedores como Toronto Research Chemicals, com sede em Toronto,
Canada, indicam que o ponto de fusdo para o farmaco em estudo € de < 222 °C. Enquanto que
seus cadastros em sites como “Chemical Book™, por distribuidores chineses deste produto, no
site Health & Medical e no laudo de analise do fornecedor USBiological Life Sciences indicam
que o ponto de fusdo para ERTM ¢é de 230-234 °C.

5.5. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica usualmente empregada na
indUstria farmacéutica para acompanhamento de reacfes organicas, identificacdo de farmacos
e determinagdo de impurezas, e de produtos de degradacdo. Além disso, a CCD vem sendo
empregada como uma técnica semiquantitativa (ROY et al., 1997; DURON et al., 2008;
GANDHI et al., 2014; TOTOLI; SALGADO, 2014) e quantitativa (STAREK; KRZEK, 2010;
PHATTANAWASIN et al., 2011; STAREK; LASKAWSKI; DABROWSKA, 2011). O
método trata-se de uma técnica de adsorcdo liquido-sélido, que consiste na separacdo
simultanea de substancias através da migragdo de substancias por afinidade a fase estacionéria.
Suas vantagens consistem em ser um método simples, rapido, visual e econémico (SNYDER,;
KIRKLAND; DOLAN, 2010).
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5.5.1. Material

As placas utilizadas para identificacdo do farmaco foram cromato folhas de silica gel
60 F2s4 (Sorbent Technologies®, Gedrgia, EUA) adquiridas comercialmente. Para o preparo das
diferentes fases moveis testadas, foram usados os seguintes solventes: acetona (Qhemis®),
acetonitrila (J.T. Baker®), acido acético (Qhemis®), agua purificada (Milli-Q®), etanol (Synth),
metanol (Synth®) e n-butanol (Synth®). O placebo foi constituido de bicarbonato de sédio P.A.
(Synth®) e hidroxido de sodio P.A. (Vetec®). Para as andlises dos produtos de degradagio foi
necessario o preparo de solugdes de hidroxido de sédio 0,01 M (Vetec®), &cido cloridrico
0,01 M (Qhemis®) e perdxido de hidrogénio 3% (Vetec®). A SQR e as amostras de po liofilizado
para solucdo injetavel utilizadas foram descritas nos itens 4.1. e 4.2., respectivamente. As
pesagens dessas substancias foram realizadas em balanca analitica modelo H51 (Mettler
Toledo®, Suica).

5.5.2. Método

A fase movel foi preparada e transferida para cuba cromatografica de vidro (Desaga
Heidelberg, Alemanha), onde permaneceu por 30 minutos até sua saturacdo. Para o preparo das
solucBes a serem impregnadas nas placas de silica, pesou-se 5 mg de SQR e transferiu-se para
baldes volumétricos de 5 mL; o volume foi completado com éagua purificada (Milli-Q®),
obtendo solugéo de 1 mg mL%. O mesmo procedimento foi realizado para ERTM p¢ liofilizado
para solucdo injetavel. Estas solucdes também foram utilizadas para analise de eventual
degradacgdo em condigdes neutra e fotolitica (UVCzs4 nm). Nas solugdes de estresse alcalino,
acido e oxidativo, ao invés de agua purificada, o volume foi completado com solug6es de NaOH
0,01 M, HCI1 0,01 M e peréxido de hidrogénio 3%, respectivamente, e permaneceram em banho
de aquecimento a 60 °C. Todos os solventes utilizados para elui¢do da amostra foram solventes
de grau analitico.

Aliquotas de 10 pL de cada solucao foram aplicadas em placas de silica com dimensdes
de 10,0 x 10,0 cm previamente ativadas em estufa a 105 °C por 1 hora. Estas placas foram
inseridas individualmente em cuba cromatografica com a fase mével, onde permaneceram até
a eluicdo das substancias por 8 cm. Em seguida, a placa foi retirada e, apos a evaporacdo do
solvente, as manchas foram visualizadas por fluorescéncia em camara com luz UVCass N,
posteriormente foram reveladas em vapores de iodo (Synth® SP, Brasil). As solucdes
submetidas a estresse foram observadas de tempos em tempos por um periodo de 72 horas.
Realizou-se a comparagdo das manchas ERTM SQR e po liofilizado para solugdo injetavel,

quanto ao tamanho, forma, posicdo e valores de Ry calculados.
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Os seguintes sistemas de fases moveis foram testados:
Sistema 1: n-butanol: &cido acético 99,7%: &gua (4:2:4) viviv
Sistema 2: n-butanol: dgua: acetona (4:3:3) v/viv
Sistema 3: &cido acético 99,7%: agua: metanol (1:2:7) viv
Sistema 4: 4gua: metanol (3:7) v/v
Sistema 5: 4gua: metanol (2:8) v/v
Sistema 6: agua: metanol (1:9) v/v
Sistema 7: metanol
Sistema 8: agua: etanol (3:7) viv
Sistema 9: acido acético 99,7%: agua: etanol (1:2:7) v/v
Sistema 10: acido acético 99,7%:4gua: etanol (2:1:7) viv
Sistema 11: agua: etanol (2:8) v/v
Sistema 12: agua: etanol (1:9) v/v

Sistema 13: etanol

5.5.3. Resultados e discusséo

A CCD apresenta-se como uma importante ferramenta na caracterizacdo de muitas
moléculas farmacéuticas, por ser de facil execucdo e baixo custo. Considerando que o0s
compéndios oficiais ainda ndo descrevem técnicas de analise para ERTM (EP, 2010; FP, 2005;
BP, 2010; FB, 2010; USP 38, 2015), buscou-se na literatura estudos que descrevessem técnicas
de CCD para ERTM ou produtos relacionados e foi verificado que ha poucos estudos neste
seguimento. Em 2003, Mendez desenvolveu uma técnica de analise por CCD para meropenem,
a qual utilizou como fase moével n-butanol: acido acético: agua (4:2:4) viviv (sistema 1). Esta
fase madvel foi testada para ertapenem ja que os farmacos apresentam similaridades estruturais.
A fase movel mostrou ser adequada com Rs de 0,69 e é capaz de separar o farmaco do
meropenem, que apresenta Rt 0,39, mas a elevada concentracdo de agua ocasiona lentiddo na
analise.

Apenas um trabalho descrevendo o método de CCD para ERTM foi encontrado na
literatura (ABDEL-MOETY et al., 2010). Trata-se de um sistema de eluicdo substancia por
n-butanol: agua: acetona (4:3:3) v/v/v (sistema 2). O Rrde ERTM foi 0,58 e o produto de
degradagao (molécula de ERTM com o anel B-lactdmico aberto) foi 0,39. No entanto, essa fase
movel proporciona um tempo de analise demasiadamente longo, em torno de 1 hora de corrida
e 0 solvente acetona tem suas limitagGes de aquisi¢cdo, uma vez que, a venda deste solvente é

controlada pela policia federal por ser utilizada em uma das etapas do refino da cocaina.
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Portanto, proporgdes de A&gua/metanol e &gua/etanol foram testadas almejando o
desenvolvimento de método simples e economicamente viavel.

O sistema 3 (&cido acético: agua: metanol (1:2:7) v/v/v) apresentou mancha nitida e
uniforme, contudo, o eluente tem alta polaridade, ficando pouco retido na fase estacionaria, o
Rt foi de 0,84. As manchas referentes ao sistema 4 (dgua: metanol (3:7) v/v) ndo apresentaram
nitidez adequada. Dentre os sistemas testados, os que se destacaram foram o0s sistemas 5, 6
constituidos de agua: metanol e o sistema 11 constituido de agua: etanol. O ERTM apresentou
Rt 0,76 no sistema 5 e tempo de eluicéo foi de 20 minutos, proporcionando uma anélise pratica
e rapida e o sistema 6 apresentou resultado igualmente satisfatério com Ry 0,70. Os sistemas 5,
6 e 11 estdo representados na Figura 7, em fotografias dos cromatogramas comparando o
placebo (bicarbonato e hidréxido de sddio), SQR e a amostra de ERTM em p0 liofilizado para

solucdo injetavel respectivamente, visualizados em luz UVCazss nm.

Figura 7 - Cromatogramas de placebo (a) ERTM SQR (b) e ERTM po liofilizado para solucéo
injetavel (c), nos sistemas 5, 6 e 11 visualizados em luz UVCass nm.

H20: MeOH H20: MeOH H20: EtOH
1:9 viv 2:8 viv 2:8 viv
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O sistema 7 (metanol) apresentou Rf 0,55 e manchas no formato de uma
semicircunferéncia. O sistema 8 (agua: etanol (3:7) v/v) apresentou rastro; para solucionar o
problema, o sistema 9 proposto, acido acético: agua: etanol (1:2:7) v/v, obteve Rtde 0,72, mas
ainda assim houve a presenca de rastro decorrente da ionizacdo da molécula. Por isso, no
sistema 10 (&cido acético: 4gua: etanol (2:1:7) v/v)) a quantidade de &cido acético foi aumentada.
No entanto, mesmo sendo o &cido acético um &cido fraco, a molécula do ertapenem foi instavel
e se degradou gerando duas manchas na placa de silica. O sistema 12 (agua: etanol (1:9) v/v)
ndo obteve resultados satisfatorios por ndo apresentar manchas bem definidas e reprodutivas,
enquanto que o sistema 13 (etanol) apenas um rastro foi visualizado.

Embora os sistemas 5 e 6 tenham apresentado resultados adequados, a fase movel
escolhida foi a do sistema 11, constituido de agua: etanol (2:8) v/v, com R¢0,66 e o tempo de
eluicdo de 1 hora. Apesar dotempo de elui¢cdo ser um pouco maior em relagdo ao sistema
5, ocasionado pelo aumento da proporcéo de agua na fase movel, o sistema 11 apresentou a
vantagem de ter como solvente etanol, e, portanto, ndo necessitar de tratamento de residuos,
propiciando economia para a industria farmacéutica e beneficios ao meio ambiente.

Uma vez escolhida a fase mével, a analise foi realizada em triplicata e os resultados
apresentaram-se reprodutiveis. A mancha apresentada para a forma farmacéutica em pé
liofilizado para solucdo injetavel apresentou as mesmas caracteristicas da mancha
correspondente a SQR permitindo, assim, a identificacdo do farmaco. A anélise indicou pureza,
uma vez que pontos adicionais ndo foram verificados. Os adjuvantes contidos no farmaco foram
testados como placebo e para este, nenhuma mancha foi visualizada indicando ndo interferir
nas analises. A placa foi visualizada em luz UVC2ss nm. Como alternativa de revelacao, pode-
se ainda expor a placa a vapores de iodo para a visualizagdo. Os resultados estdo apresentados

na Figura 8.
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Figura 8- Cromatogramas de placebo (a) ,ERTM SQR (b) e ERTM p0 liofilizado para solucéo
injetavel (c), em fase movel agua: etanol (2:8) v/v, (sistema 11) visualizados em luz UVCass nm
(A) e revelada em vapores de iodo (B). Fase estacionaria: Silica gel 60 F254.

Um estudo indicativo de estabilidade por cromatografia em camada delgada foi
realizado com a fase mdvel escolhida. Neste estudo, o farmaco foi submetido a condicdes de
estresse para verificar se 0 método € capaz de separar as impurezas geradas com a degradacéo
da molécula.

Na Figura 9, sdo apresentadas as fotografias dos cromatogramas de ERTM pd liofilizado
para solucdo injetavel intacto e submetido a estresse em solucdo neutra, fotolitica, alcalina,
acida e oxidativa, utilizando o sistema 11 como fase movel agua: etanol (2: 8) v/v, visualizados

em luz ultravioleta.
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Figura 9- Cromatograma de ERTM po liofilizado para solugdo injetavel sem degradar (1) e em
solucdo: neutra a 60 °C (2), fotolitica em temperatura ambiente £ 25 °C (3) alcalina (4), 4cida
(5), e oxidativa (6) a 60 °C, utilizando fase movel agua: etanol (2:8) v/v, e revelados em camara
com luz UVCzs nm, logo apds o preparo (A), apo6s degradacdo de 1 h (B), 3 h (C),
12h(D),24h(E)e72h (F)

O sistema proposto com fase movel agua: etanol (2: 8) v/v demonstrou ser adequado

para a realizacdo do estudo de estabilidade. O método foi conduzido sob condices de estresse,
no qual o farmaco foi submetido a exposicéo fotolitica em temperatura ambiente e & hidrolise
acida, alcalina, neutra e oxidativa, em temperatura de 60 °C. Em situacOes de estresse oxidativo,
as manchas referentes a produtos de degradacao apareceram imediatamente ap4s o preparo.
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Para as condicOes de estresse de hidrdlise &cida, alcalina e neutra, pontos adicionais
foram observados durante o periodo analisado. O maior nimero de manchas visualizadas
ocorreu nas amostras submetidas a condicbes de estresse &cida, alcalina e neutra,
respectivamente. Nas condicGes fotoliticas ndo houve formacdo de manchas adicionais no
periodo observado (72 horas). O estudo indicou a capacidade do método proposto em detectar
a formacéo de produtos de degradacdo evidenciada pela visualizagdo de manchas adicionais
geradas sob as condicdes de estresse.

O método desenvolvido mostrou ser adequado para identificar ERTM na forma
farmacéutica, contribuindo para melhorar o controle de qualidade deste produto, com as
vantagens de ser um método simples, utilizar fase mdvel de fécil preparo e de facil descarte que
ndo prejudica o meio ambiente. Os resultados encontrados indicam que o ERTM é facilmente
identificavel, apresentando mancha caracteristica e intensa de coloracdo roxa, em camara de

UVCsss nm e marrom em vapores de iodo, nos sistemas testados.

5.6. Espectrofotometria na regido de infravermelho

A espectrofotometria na regido do infravermelho (IVV) é uma técnica de grande
importancia na analise organica qualitativa e é de alta relevancia na determinacdo da pureza e
quantificacdo de substancias organicas. Além disto, vem sendo amplamente utilizada em linhas
de produgéo e no controle de processos industriais. Possui vantagens como a reduc¢ao no tempo
de analise, diminuicdo nas quantidades de amostra e identificacdo ou caracterizacdo de
estruturas complexas (LOPE; FASCIO, 2004).

Os equipamentos destinados ao registro de espectros na regido do infravermelho
consistem em uma fonte luminosa apropriada, um monocromador e um detector. O espectro é
geralmente apresentado em funcdo da transparéncia, isto é, a relacdo entre a intensidade da
radiacdo transmitida e a intensidade da radiacdo incidente. Pode igualmente ser apresentado em
funcdo da absorvancia, que é definida como sendo o logaritmo decimal do inverso da
transparéncia (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2010).

Informacgdes quimicas e fisicas, de caracteristica qualitativa e quantitativa, também
podem ser obtidas a partir dos espectros no infravermelho proximo, regido de 13300 a
4000 cm™, que s&o caracterizados pela absorcdo da radiacdo por sobretons e combinagéo de
modos vibracionais fundamentais de ligacbes como C-H, N-H, O-H e S-H (SILVERSTEIN,
WEBSTER; KIEMLE, 2007). Em 2008, Elizarova, Shtyleva, Pleteneva sugeriram um método
de identificacdo de medicamentos baseado nesta regido espectral que foi introduzido na

farmacopeia russa.



82
Andlise Qualitativa

No mesmo ano, Zhang, Feng e Hu descreveram um método para a determinacéo do teor
de umidade em f-lactamicos também fundamentado nos espectros de infravermelho préximo,
porém a comparacdo direta entre o espectro da amostra e da substancia quimica de referéncia
nesta regido ndo é recomendada, j& a espectrofotometria no infravermelho médio (4000 a
400 cm™) ¢ considerada um ensaio de identificagdo por exceléncia, sendo capaz de diferenciar
substancias com pequenas diferencas estruturais e, portanto, € a mais empregada para fins de
identificacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

5.6.1. Material

Os espectros foram obtidos em espectrofotometro Shimadzu® (Kyoto, Jap&o), com
transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21, que permite a digitalizacdo de espectros e a
obtencdo de arquivos eletrdnicos das analises. A regido espectral compreendida na andlise foi
de 4000 a 500 cm™, com intervalos de 2 cm™. Para a obtencdo dos espectros, foram
confeccionadas pastilhas de brometo de potéassio de grau analitico da marca Synth® (Sdo Paulo,
Brasil). Antes de sua utilizacdo, o KBr foi dessecado a 105 °C em estufa modelo 702.780

(Quimis®, SP, Brasil). A SQR e as amostras utilizadas foram descritas nos itens 4.1. e 4.2.

5.6.2. Método

A massa equivalente a 1 mg de ERTM SQR (100 mg da diluigdo 1:100 em KBr)
previamente dessecada por 1 h a 105 °C, foi pesada e triturada em gral de agata, junto KBr
dessecado e pulverizado para confeccdo de pastilhas de 200 mg (0,5% de ERTM). Essa massa
foi acondicionada em moldes especiais e posteriormente prensados a vacuo sob pressao de
80.000 kN formando discos transparentes. O mesmo procedimento foi conduzido para ERTM
po liofilizado para solucdo injetavel. A leitura foi realizada em transmitancia e o espectro foi

obtido com auxilio do software IR Solution.

5.6.3. Resultados e discusséo

A anélise qualitativa foi realizada pela comparacdo do espectro de absorcao na regido
do infravermelho de ERTM SQR versus ERTM po liofilizado para solucéo injetavel. O espectro
de ERTM po liofilizado para solucdo injetavel apresentou caracteristica condizente com o
espectro de ERTM SQR e os adjuvantes (placebo) nédo interferiram na regido de analise

quantitativa (Figuras 10).
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Figura 10 - Espectros na regido de infravermelho sobrepostos ERTM SQR (preto), ERTM em
po liofilizado para solucéo injetavel (azul) e placebo (vermelho) em pastilhas de KBr
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Os espectros de absorcdo na regido infravermelho em pastilhas de KBr apresentaram
bandas de absorcdo caracteristicas de substancias g-lactamicos, como apresentado na Tabela 8

e estdo de acordo com o nucleo carbapenémico.

Tabela 8- Faixas de frequéncias e grupamentos correspondentes das bandas observadas nos

espectros de infravermelho de ERTM SQR e pé liofilizado para solucéo injetavel

Frequéncia Frequéncia Grupamentos responsaveis
Visualizada (cm™?) Referéncia(cm™)*
3365 3500-3300 Estiramento do grupamento N-H pirrolidinil
3259 Hidroxila alcoolica
3100-3000 Estiramento do grupamento -C=N
2968, 2931 3000-2850 Estiramento do grupamento -C-H
1751 1760-1700 Estiramento do grupamento C=O carbonila de
acido carboxilico
1691 1680-1630 Estiramento do grupamento amida C=0
1600-1400 Estiramento do grupamento carboxilato COO"
1263, 1282, 1382  1350-1000 Estiramento do grupamento C-N
1558 1640 — 1550 Estiramento do grupamento N-H de amida
secundaria

*PAVIAetal., 2010

A espectrofotometria no IV é um método de identificagdo de exceléncia no controle de
qualidade de farmacos, considerada por muitos autores como uma espécie de “impressido
digital” da substancia, podendo ser usado na identificacdo de substancias por comparacéo ao
espectro de referéncia. Os espectros de absorcdo de ERTM SQR e ERTM em po liofilizado
para solucdo injetavel na regido infravermelho em pastilhas de KBr foram sobrepostos e
indicaram similaridade, identificando assim a substancia. Os adjuvantes bicarbonato de sddio e

hidroxido de sédio foram avaliados juntos e separadamente e verificou que o bicarbonato de



84
Andlise Qualitativa

sodio apresentou bandas insignificantes que se misturam aos ruidos, enquanto que o hidréxido
de sodio apresenta uma banda de absorcdo forte em aproximadamente 1440 cm™, no entanto o
placebo constituido de ambos os adjuvantes nao interferiu na analise.

Os espectros de absorcdo na regido infravermelho em pastilhas de KBr apresentaram
bandas caracteristicas de substancias p-lactamicos, como as bandas de estiramento do
grupamento N-H pirrolidinil, que foram demonstradas préximas a 3365 cm™; em 2968 e 2931
cm? apresentam-se as bandas de estiramento do grupamento =C-H, enquanto que em
1751 cm™* aparecem as bandas de estiramento do grupamento carbonila de acido carboxilico;
em torno de 1691 cm™ encontram-se as bandas de estiramento do grupamento C=0 que
corresponde a carbonila da amida e em 1440, 1500, 1560, 1597 cm™ encontram-se as bandas
de estiramento do grupamento C=C de aromatico. Sugere-se ainda que as bandas apresentadas
em 1600-1400 cm* referem-se ao estiramento do grupamento carboxilato (COO"). As bandas
presentes em 1263, 1282 e 1382 cm™ representam os estiramentos do grupamento C-N,
enquanto as bandas 1558 cm™ sdo referentes ao estiramento do grupamento N-H de amida
secundaria.

Os espectros obtidos para ERTM SQR e po liofilizado para solucéo injetavel (Figura
10), apresentam as mesmas bandas de absorcdo caracteristicas, confirmando o propdsito desta
técnica na identificacdo da molécula por comparacdo com a SQR. Além disso, foram
comparados aos espectros do placebo, constituido de adjuvantes hidréxido de sodio e
bicarbonato de sodio, os quais ndo interferiram nas analises. A técnica de espectrofotometria
na regido do infravermelho permite correlacionar os picos apresentados nos espectros para,
desta forma, caracterizar a substancia em analise. Apresenta étimas evidéncias de identidade de
uma estrutura, sendo pratico, rapido e seletivo, com a vantagem de necessitar de pequenas
guantidades de amostra, ter um viavel custo beneficio (referente a instrumentacdo), ampliar a
capacidade de identificar ou caracterizar estruturas complexas, além de ndo haver manuseio de

materiais toxicos de ndo gerar residuos de solventes organicos.

5.7. Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Espectros de absorcdo no ultravioleta sdo empregados como prova de identificacdo, por
comparagdo do perfil espectral, em que as leituras da SQR e amostra sdo efetuadas
simultaneamente e em condicdes idénticas quanto ao comprimento de onda, tamanho de cubeta,
etc. Espectrofotdmetros utilizados na regido do ultravioleta sdo dotados, fundamentalmente, de
fonte de radiacdo, seletor de comprimento de onda, celas de absor¢éo de quartzo (cubetas) para

insercdo de solugdes de amostras no feixe de luz monocromatica, detector de radiagdo e uma
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unidade de leitura e de processamento de sinal. A fonte de radiacdo pode ser lampadas de
deutério (160 a 380 nm) ou tungsténio (320 a 2500 nm). Os espectrofotbmetros possuem
registradores graficos que permitem a obtencao dos espectros de absorcao das substancias em
meio digital. Tal recurso é importante para fins de caracterizacdo da substancia a partir da
obtengdo dos comprimentos de onda de maiores absorvancias (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

5.7.1. Material

Todas as determinacdes foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis Shimadzu,
modelo UV-1800, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho dptico. Os solventes
testados foram: &gua purificada (Milli-Q®), cido cloridrico PA M L (Synth), hidréxido de
sddio PA 0,1 M L (Merck), metanol PA (Synth), tampéo fosfato de pH 6, pH 7 e pH 8. A SQR
e as amostras de po liofilizado para solucéo injetavel utilizadas foram descritas nos itens 4.1. e
4.2., respectivamente.

5.7.2. Método

A massa de 20,00 mg de ERTM SQR, previamente dessecada por 1 h a 105 °C foi
transferida para baldo volumétrico de 100 mL, completou-se o volume com é&gua purificada,
obtendo-se solucdo mée de 200 pg mL™. A partir desta solucio foram preparadas solugdes em
agua, metanol, acido cloridrico 0,01 M, hidréxido de sodio 0,01 M, tampao fosfato de sédio pH
6 e tampao fosfato pH 7 e pH 8, contendo 21,0 pg mL™* de ERTM. Os espectros de absorgéo
foram registrados na faixa de comprimento de onda entre 200 e 400 nm. O mesmo procedimento
foi realizado para ERTM p0 liofilizado para solugdo injetavel, em que, a massa equivalente a
201 mg de amostra foi pesada a partir de um pool de amostras do contetldo de cinco frascos-

ampola.

5.7.3. Resultados e discusséo

Os espectros de ERTM SQR e pd liofilizado para solucéo injetavel (itens 4.1. e 4.2.)
foram analisados em varios solventes na concentracéo de 21,0 pg mL. Na Figura 11, o espectro
das solugdes aquosas de ERTM SQR encontra-se sobreposto ao espectro de amostra de ERTM
po liofilizado para solucgéo injetavel e o placebo constituido pelos adjuvantes bicarbonato de

sodio e hidréxido de sddio presentes na forma farmacéutica.
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Figura 11 - Espectro de absor¢do na regido do ultravioleta de ERTM SQR, ERTM poé
liofilizado para solugo injetavel, ambos em concentracio de 21 ug mL™ e o placebo constituido

dos adjuvantes presentes na forma farmacéutica, utilizando agua como solvente.
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Os perfis espectrais de ERTM SQR em diversos solventes sdo apresentados na Figura
12.

Figura 12 - Espectro de absor¢do na regido do ultravioleta, solucdo de ERTM SQR na
concentracéo de 21 ug mL™?, utilizando como solvente: tampé&o fosfato de sodio pH 6, pH 7 e
pH 8 (A); metanol e etanol (B); acido cloridrico 0,01 M e hidroxido de sodio 0,01 M (C)
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ERTM- Tampiio pH 6 ooy ERTM- Metanol oy ERTM- NaOH 0,01
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A absorcdo molecular na regido do ultravioleta depende da estrutura eletronica da
molécula; assim, a identificacdo do farmaco pode ser feita pela determinacdo de suas
caracteristicas de absorcdo em diferentes solventes (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2007).

As amostras de ERTM SQR e a ERTM po liofilizado para solucdo injetavel dissolvidas
em agua purificada na concentragdo de 21 pug mL™ foram comparadas entre si. A absorcéo
méaxima de 0,502 foi observada no comprimento de onda em 297 nm. Dentre os solventes
testados, a dgua apresentou resultados semelhantes as solucdes de tampao fosfato pH 6, pH 7 e
pH 8, enquanto que utilizando metanol, 0 méximo de absorcdo observado foi de 0,531, em
295,80 nm, em etanol o méaximo de absorc¢do observado foi de 0,537, em 296,00 nm; em meio
acido foi em 307,80 nm com absorvancia de 0,504 e em meio alcalino foi em 299 nm e
absorvancia de 0,518. Apos analise dos espectros, optou-se em usar agua purificada como
solvente, por apresentar caracteristicas adequadas nos espectros e por possuir vantagens
econdmicas e ambientais, tais como ser de facil aquisicao e descarte, ter baixo custo e ndo gerar
residuos tdxicos ao operador e ao meio ambiente.

Os resultados apontam que os perfis espectrais demonstrados para ERTM SQR e
amostra em pod liofilizado para solucdo injetavel, dissolvidos em vérios solventes, sdo
condizentes, podendo ser empregados como prova de identificacdo por comparagdo. O método
corrobora para analise qualitativa de rotina realizada no laboratério de controle de qualidade,
podendo ser usado para a identificacdo de ERTM na forma farmacéutica po para solucédo
injetavel, através das suas caracteristicas de absorcéo, com as vantagens de ser simples, rapido,

reprodutivel e de baixo custo.

5.8. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Sistemas de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa sdao 0s mais
comumente utilizados devido a sua habilidade de separar substancias semelhantes. Este método
consiste em se obter uma fase estacionaria mais apolar em relacdo a fase movel; a molécula
eluird quando a afinidade pela fase movel for maior que pela fase estacionaria. As moléculas
eluem em tempos diferentes de acordo com a sua hidrofobicidade e, deste modo, sdo separadas
(SCHLUTER, 1999).

O modo de eluicéo reverso, sem davida, € primeira escolha na anélise de substancias de
baixa ou média polaridade. No entanto, as moléculas polares e ionizadas necessitam de fase
movel altamente aquosa para obter retencdo nas tradicionais colunas Cg e Cig, 0 que pode

ocasionar problemas tais como colapso hidrofébico de fase (de-wetting), e a inviabilizacdo de
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acoplamento LC/MS, uma vez que diminui a sensibilidade empregando ionizagdo via
electrospray. Dentre as opgdes para este tipo de substéncia, encontra-se a cromatografia em
troca idnica e emparelhamento de ions; ambas técnicas podem funcionar bem, mas os analitos
precisam ser ionizaveis e estas técnicas também apresentam limitacGes quanto ao acoplamento
LC/MS, porque os reagentes empregados no emparelhamento de ions geralmente causam
supresséo de sinal em espectrometria de massas, diminuindo a sensibilidade (LANCAS, 2010;
BORGES, 2014).

Nesse contexto, a Cromatografia Liquida por Interacdo Hidrofilica — CIH é o modo de
eluicdo mais adequado para obtencéo de retencdo de substancias polares, fracamente retidas em
fase reversa e consiste em uma fase estacionéria mais polar em relacéo a fase movel, constituida

de eluente com alta concentracdo de solvente organico miscivel em dgua (ALPERT, 1990).

5.8.1. Cromatografia com interacgéo hidrofilica - CIH

CIH é uma variacao da cromatografia liquida de fase normal e, portanto, trata-se de fase
estacionaria polar, mas emprega solventes menos toxicos que os tradicionais eluentes usados
em fase normal (hexano e os solventes clorados). Consiste de fase mdvel altamente organica
com pequenas proporcdes de &gua, 0 que propicia maior sensibilidade quando acoplada a
LC/MS com fonte de ionizacdo por eletronebulizacdo (BORGES, 2014). O modo CIH é uma
ferramenta poderosa e versatil para a industria farmacéutica, uma vez que os farmacos na sua
grande maioria sdo pequenas moléculas hidrofilicas, com isso, a CIH tem se tornado um método
alternativo cada vez mais utilizado (BORGES; ROSTAGNO; MEIRELES, 2014).

O mecanismo de acdo do modo de eluicdo CIH é muito estudado e discutido na
literatura. Sabe-se que se trata de interacbes multimodais incluindo interagdes eletrostaticas
fracas, ligacdes de hidrogénio e particdo entre a fase movel altamente organica e a camada de
agua em torno da fase estacionaria (ALPERT, 1990; MCCALLEY, 2007; LANCAS, 2010;
HECKENDORF et al., 2013).

O solvente acetonitrila com pequena proporc¢éo de agua € o eluente favorito em CIH por
obter melhor retencdo de substancias; alcoois também podem ser empregados, mas uma
concentracdo maior € necessaria para se obter retencdo. Qualquer solvente aprético que seja
miscivel com agua pode ser usado, tampdes como formiato de amdnio e acetato de amonio
também sdo comumente empregados em CIH, devido as suas caracteristicas de miscibilidade
em altas proporgdes de solventes orgénicos. No entanto, é conveniente ressaltar que estes

solventes devem estar em baixas concentrag0es para que ndo haja precipitacdo (geralmente
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inferiores a 20 mM sdo recomendadas); também é comum o uso de até 0,2% de aditivos acidos
para controle de pH tais como &cido férmico e acido acético (MCCALLEY, 2007).

O modo CIH tem sido cada vez mais utilizado e ja s@o muitos os tipos de fases
estacionarias CIH disponiveis comercialmente. Em 2011, duas classificagbes foram sugeridas

a fim de organiza-las. Na classificacdo de Kawachi et al., (2011), as fases estacionarias foram

divididas em:

o Fortemente retentiva e de alta seletividade: amidas, sulfobetaina, sulfonatos.

. Fracamente retentiva com seletividade limitada: silica, diol, amino, hidréxi,
triazol.

Enguanto que na classificacdo de McCalley (2007), as fases estacionarias foram
divididas em 5 grupos, sendo estes:

. Silica gel (Si-OH ou Si-O-H")

. Fases neutras quimicamente ligadas (ex: amida, diol)

. Fases de ligantes carregadas (ex: fase amino carregada positivamente e poli-2-
sulfoetilaspartamida carregada negativamente)

. Fases zwitteridnicas (ex: sulfobetaina e fosforilcolina)

. Mix de fase reversa com fase CIH (ex: cadeia alquilica diol).

O desenvolvimento de novas colunas e novas aplicagdes no modo CIH tem contribuido

para a sua consolidacéo, tornando-o mundialmente reconhecido.

5.8.1.1. Material

Para a realizacdo do método, foram utilizados ERTM SQR e p6 liofilizado para solucao
injetavel, descritos nos itens 4.1. e 4.2. O método por cromatografia liquida de modo CIH foi
realizado em cromatografo a liquido de ultra eficiéncia (CLUE), Shimadzu equipado com duas
bombas modelo LC-20AD, injetor automatico SIL-20-AHT, forno para coluna CTO-20A,
detector com comprimento de onda variavel UV/Vis modelo SPD-20A, controlador CBM-20A,
integrador automatico computadorizado com software LC Solution®. A fase estacionaria foi
coluna CIH Kinetex 2,6 um (4,6 x 100 mm) Phenomenex® (Torrance, EUA).

5.8.1.2. Método
A analise do farmaco em estudo foi realizada isocraticamente; a vazao da fase mével foi

0,5 mL min*e volume de injecdo de 20 uL, usando detector UV a 297 nm em temperatura de
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25 °C. Este método foi conduzido no Departamento de Desenvolvimento e Ensaios de
Medicamentos da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB.

5.8.1.2.1. Preparo da solucdo de ERTM SQR

Foi pesada a massa de 10 mg de ERTM SQR e transferida para baldo volumétrico de
10 mL, cujo volume foi completado com a dgua purificada, para a obtencdo de solugdo com
concentragio de 1000 pug mL?*. Aliquotas desta solugdo foram transferidas para balbes
volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com metanol para obtencdo das

concentragdes de trabalho de 70 a 120 ug mL™.

5.8.1.2.2. Preparo da solucdo de ERTM po liofilizado para solucédo injetavel

O conteudo de cinco frascos-ampola contendo peso médio de 1,440 g de ERTM em pé
para solucdo injetavel (descritos no item 4.2.), foi acondicionado em um recipiente para
formagé@o de um pool de amostras. A partir deste pool, 10 mg de ERTM foram pesados e
transferidos para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua, para a
obtencdo de solucdo com concentragdo de 1000 pg mL™?. Desta solugdo, aliquotas foram
transferidas para balGes volumétricos de 10 mL, e o volume foi completado com metanol para
obtencg&o das concentragdes de trabalho.

5.8.1.2.3. Preparo das fases moveis

Diferentes fases moveis foram testadas, constituidas de pequenas proporcdes de agua
purificada Milli-Q® em solventes organico grau CLAE tais como: acetonitrila (J.T. Baker®,
Tedia® e LiChrosolv®), etanol (Panreac®) e metanol (Vetec®). A fase mdvel foi filtrada em
membrana filtrante de nylon com poro de 0,45 pm e 47 mm de didmetro (Millipore®), sob vacuo
usando bomba Prismatec® modelo 121 e desgaseificada no ultrasom (Unique Ultrasomic

Cleaner Modelo USC — 2850?) durante 30 minutos antes do uso.

5.8.1.3. Resultados e discussao

Ensaios preliminares foram efetuados, a fim de se obter os parametros adequados para
obtencdo de um método confidvel. Duas colunas cromatogréficas foram avaliadas com
diferentes sistemas de fases moveis. Os volumes de injecdo avaliados foram 5 pL, 10 pL,
15 pL e 20 pL com vazdo de 0,1 a 1,0 mL min. O comprimento de onda de 297 nm foi pré-
estabelecido por varredura em detector UV. As condicdes testadas durante o desenvolvimento

do método estdo apresentadas na Tabela 9.
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Tabela 9 - Condicbes testadas durante o desenvolvimento do método para quantificacdo de
ERTM por CIH

Fase movel

Coluna

Etanol: agua (85: 15 v/v)
Etanol: 4gua (90: 10 v/v)

Etanol: agua (95: 5 v/v)

Metanol: agua (85: 15 v/v)

Metanol: agua (90: 10 v/v)
Metanol: agua (95: 5 v/v)

ACN:
ACN:
ACN:
ACN:
ACN:
ACN:
ACN:

agua (80:
agua (85:
agua (86:
agua (87:
agua (88:
agua (89:
agua (90:

20 vIv)
15 viv)
14 vIv)
13 viv)
12 vIv)
11 viv)
10 v/v)

HILIC Kinetex 2,6 um (4,6 x 100 mm) Phenomenex®

Poroshell 120 CIH 2,7 pm (3,0 x 100 mm) Agilent®

Diferentes concentracdes de fase moveis foram testadas afim de se obter uma analise

rapida, porém com um adequado fator de retengao (k > 2). Os pardmetros que apresentaram

resultados adequados segundo tempo de retencdo, fator de retencdo e resolucdo foram

selecionados para o desenvolvimento do método e estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10 - Parametros estabelecidos para a determinacéo de ERTM p6 liofilizado para solugao

injetavel, pelo método CIH

Fase movel
Coluna
Deteccéo
Vazéo
Volume de injecdo
Temperatura
Tempo de retencéo

ACN: agua: (88:12 v/v) com 0,1% de acido férmico pH 2,5
HILIC Kinetex 2,6 um (4,6 x 100 mm) Phenomenex®

297 nm

0,5 mL min't

20 puL

25°C+2

5,7 minutos

O cromatograma de ERTM obtido pelo método proposto demonstrou resolucdo e

simetria do pico satisfatorias, além de tempo de retencdo adequado (5,7 minutos), como é

ilustrado na Figura 13.
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Figura 13 - Cromatograma de ERTM SQR (preto), ERTM pA liofilizado para solucdo injetavel
(azul), ambos na concentragio de 100 pg mL, obtidos com fase mdvel ACN: agua: (88:12 v/v)
com 0,1 % de &cido formico pH 2,5 e fase estacionaria: HILIC Kinetex 2,6 um (4,6 x 100 mm)

Phenomenex®, para o método de CIH.
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5.8.1.3.1. Conformidade do sistema cromatogréafico

No desenvolvimento de um método analitico é necessario verificar se 0s requisitos de
pré-validacdo estdo em conformidade. A conformidade do sistema cromatografico é de suma
importancia para assegurar resultados confiaveis, reprodutiveis e seguros (BOSE, 2014). A
conformidade do sistema cromatogréafico foi verificada injetando dez replicatas de solucdes de
ERTM SQR na concentragio de trabalho de 100 pg mL™. Os pardmetros tais como fator de
retencdo, numero de pratos, tempo de retencdo e a area do pico foram avaliados de acordo com
item 3.9.1. anteriormente descrito.

Na Tabela 11 encontram-se os resultados obtidos para os parametros, fator de retencéo,

numero de pratos, bem como area e tempo de retencdo apresentado para ERTM.
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Tabela 11- Pardmetros avaliados na anélise de conformidade do sistema cromatogréfico, para
determinagéo de ERTM por CIH

) Tempo de RFe?;ﬁ;;oe_ Numero de
Area Retencao - tr K Pratos -N
(min) (>2,0) (>2000)
2406512 5,754 2,46 2101,20
2410700 5,753 2,46 2100,47
2414508 5,755 2,46 2101,93
2384877 5,755 2,46 2101,93
2374783 5,744 2,46 2093,91
2372898 5,753 2,46 2100,47
2494683 5,767 2,47 2110,71
2468094 5,763 2,47 2107,78
2461700 5,761 2,47 2106,32
2431090 5,759 2,47 2104,86
Media 2421985 5,76 2,47 2102,96
DPR 1,71 0,11 0,16 0,22

DPR= Desvio padrao relativo

Os dez cromatogramas da avaliacdo da conformidade do sistema cromatografico para

ERTM foram sobrepostos e estdo apresentados Figura 14.

Figura 14- Cromatogramas de ERTM 100 pg mL™ sobrepostos, para determinagdo da
conformidade do sistema cromatografico do método de CIH nas mesmas condi¢des que a

Figura 13.
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O ERTM é uma molécula polar e ionizada, possui 7 pKa dentre eles acidos, basico e
anféteros, fatores estes que o tornam adequado para o uso do modo de elui¢do por cromatografia
liquida por interagdo hidrofilica. Diferentes fases moveis foram avaliadas em duas diferentes
colunas cromatograficas. Os trés solventes testados foram etanol, metanol e acetonitrila,

contendo pequenas propor¢des de agua, ja que um minimo de 3% de agua na fase movel é
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necessario para a formacéo de camada de &gua imprescindivel para promover as interacdes
entre o analito e a fase estacionaria. Infelizmente para a anélise de ERTM, os testes realizados
utilizando os alcoois nao apresentaram retencdo adequada para a quantificacdo, decorrentes da
alta forca de arraste da fase movel. Em CIH o solvente organico € usado como eluente fraco e
a gua é usada como eluente forte. No entanto, os alcoois posuem alta forca de arraste em CIH.

Com isso, ainda que a maxima propor¢do de alcool permitida no modo CIH seja
empregada (97:03 etanol: agua v/v ou metanol: a4gua), que seria a fase movel mais retentivas,
baixo fator de retencéo foi apresentado para ERTM. No entanto, excelentes resultados foram
alcangados usando o solvente ACN como o eluente fraco, que foi escolhido por apresentar
condicGes favoraveis para a validacdo. A forca da fase movel foi ajustada para obtencao de uma
analise rapida que apresentasse fator de retencdo maior que 2. Com isso, a fase movel escolhida
foi ACN: agua (88:12 v/v) com 0,1% de acido formico pH 2,5.

O teste de conformidade é essencial para assegurar que 0s parametros cromatograficos
selecionados estejam aptos para identificar e quantificar o farmaco em analise. Os dados obtidos
na verificacdo da conformidade do sistema cromatogréafico (Tabela 11) indicam que o sistema
desenvolvido é seguro e confiavel, estando de acordo com o preconizado pelo FDA (2004) e
USP 37 (2014) em que os parametros sugeridos sdo: fator de reten¢do> 2; nimero de pratos >
2000; assimetria do pico de 0,80 a 1,20 e DPR desses parametros inferior a 2%.

O t0 estimado tedricamente pela Equacéo 1 foi 1,66 min e o tempo de retengdo para
ERTM foi de 5,7 minutos, portanto o fator de retencdo de aproximadamente 2,5 indica que ha
interacdo adequada entre o analito e a fase estacionaria, permitindo que o farmaco seja
quantificado com precisdo e exatiddo. Além disso, o tempo de retencdo € considerado
satisfatorio, pois, para se adequar a rotina das industrias farmacéuticas, os métodos
desenvolvidos precisam apresentar um curto tempo de analise, devido a demanda operacional
produtiva. Deste modo, a velocidade da analise tem se tornado cada dia mais importante para o
controle de qualidade. Portanto, o método apresenta uma fase mdvel simples e pode ser
empregado para analise de ERTM na forma farmacéutica po liofilizado para solucéo injetavel.

Tradicionalmente, para a analise de substancias de alta polaridade, em CIH é necessario
uso de fases mdveis altamente organicas. Geralmente, mais do que 70% de acetonitrila é
utilizada para induzir os mecanismos de separacao, adsorcao e interacdo idnica, tipicamente,
pelo menos 3 a 5% de 4gua na fase madvel e necessario, a fim de estabelecer uma camada sobre
a superficie polar da fase estacionaria. A ACN ¢é preferida como eluente fraco, por proporcionar
melhor retencdo do analito em comparacdo aos alcoois utilizados. No entanto, a fase movel

mais retentiva possivel para um analito seria 97:3 ACN: agua v/v. N&o é possivel trabalhar com
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fase mdvel 100% orgénica, pois a retencdo seria perdida devido a falta da camada polar
necessaria para as interagdes.

O uso de fase mével contendo altas concentragdes de ACN em métodos cromatograficos
divide opinides de pesquisadores que trabalham com técnicas de separacdo. Em plenarias sobre
cromatografia € comum ouvir os pesquisadores engajados no desenvolvimento de métodos
sustentaveis benéficos ao meio ambiente, relatarem que a ACN ao ser incinerada gera residuos
de NO2, que contribui para a formacéo de chuva acida. Por outro lado, a acetonitrila é um
subproduto derivado do reciclo de residuo de acrilonitrila, utilizada na fabricacéo de plasticos,
que de qualquer modo seria incinerado (LANCAS, 2009).

Em 2008, pesquisadores comecaram a buscar alternativas para substituir a ACN por
outros solventes, tais como acetona, etanol, metanol. Isso por que, nessa época com a crise
econémica que emergiu nos Estados Unidos e afetou a economia mundial, a ACN encontrava-
se em escassez e teve um aumento abrupto do seu preco em até 10 vezes do preco normal. Um
dos motivos foi decorrente ao impacto no setor automotivo, ja que, como foi informado, a ACN
é um subproduto derivado da fabricacédo de plasticos (LANCAS, 2009).

O Brasil € um dos maiores produtores de etanol de cana-de-acUcar do mundo, o0 que
permite ainda, que grupos de pesquisa refinem o seu proprio etanol a fim de obter etanol de
qualidade para o uso em cromatografia, como é o caso do grupo de pesquisa do Prof. Dr.
Fernando Mauro Lancas da Universidade de S&o Paulo do Instituto de Quimica de S&o Carlos,
que tem produzido etanol grau CLAE para as analises de separacdo de seu laboratério reduzindo
assim o custo de aquisicdo deste solvente. Mas, a sustentabilidade também tem sido levada em
consideragdo em relacdo ao custo beneficio e ha ainda, uma discusséo sobre a quantidade de
energia gasta para producéo de etanol grau CLAE em comparacao a producao de acetonitrila
grau CLAE.

Embora inicialmente o objetivo foi puramente econdmico e ndo por razdes ecoldgicas,
ainda hoje se observa um aumento progressivo de trabalhos usando solventes considerados “eco
amigaveis”, agora decorrente das questdes de prote¢do ambiental. Grupos de pesquisas vém
trabalhando com o desenvolvimento de métodos que substituam a ACN por solventes
considerados ecologicamente corretos, que possam trazer beneficios ambientais e ainda
precaver caso ocorra uma nova crise financeira. O grupo de pesquisa do professor Pat Sandra
da Universidade de Gent na Bélgica propds alguns métodos no modo de eluicdo CIH usando
100% de fase aquosa, a qual denominou “Per Aqueous LC - PALC” ou “Aqueous normal-phase
LC”. Outra contribuicdo dada por este grupo foi o desenvolvimento de um método por

cromatografia em fluido supercritico em que usou fase mdvel composta por CO,, etanol e
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solugéo tamponante na tentativa de substituir ACN (PEREIRA et al., 2009; PEREIRA et al.,
2010). Posteriormente, outro grupo de pesquisa propds ainda usar misturas de carbonato de
propileno e etanol para substituir a ACN (TACHEA et al., 2013).

Em 2007, McCalley apresentou importantes consideracfes sobre o mecanismo de
interacdo em CIH; apontou que, além da retencdo hidrofilica por particdo liquido-liquido
alcancada com as tradicionais fases mdveis altamente organicas, também é possivel reter
substancias ionizaveis, moderadamente hidrofdébicas, por interacdes siloxano na superficie da
particula, quando se usa a fase inversa em CIH, ou seja, com fase movel altamente aquosa. Se
0 conteldo aquoso da fase movel for superior a 30%, ligagdes siloxano podem ocorrer,
resultando na retencdo de fase inversa, sob estas condicBes, a retencdo ocorre mais notavel
guando o contetdo aquoso da fase movel € maior do que 90%, mas as substancias mais polares
ndo retém adequadamente por este tipo de interacdo. Isto conduz a curva de retencdo em forma
de “u” muito caracteristico, quando se plota a retencdo de analitos através de uma gama de

fases moveis que contém 0 a 100% de solvente orgénico, como apresentado na Figura 15.

Figura 15 - Mecanismo de interacdo em CIH - Retencdo do analito versus fase mével em

proporcao crescente de solvente organico.
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Fonte:Gréafico baseado na literatura MCCALLEY, 2007

Atualmente, a quimica verde estd sendo discutida e encorajada mundialmente, ndo so
no mundo académico, mas também por laboratérios e industrias farmacéuticas. Os métodos
analiticos classificados como métodos verdes ou eco-amigaveis priorizam o baixo consumo de
solventes organicos ou substituicdo destes por solventes de baixa toxicidade. Dentre as
inimeras propostas de se encontrar um solvente que possa substituir a ACN, ha a tentativa
incessante de usar etanol. Todavia, substituir a ACN por etanol nem sempre é possivel. A ACN
é o solvente mais utilizado em cromatografia pelas suas caracteristicas Unicas de baixa
viscosidade, consequentemente baixa pressdo no cromatdgrafo, baixa acidez, alta miscibilidade

com solventes apolares e agua, baixa absorcdo de luz ultravioleta e, sobretudo, melhor
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seletividade é alcancada quando se dispde de ACN na fase mével, fazendo com que nem sempre
o0 solvente etanol possa ser intercambiavel.

Em contrapartida, o etanol é derivado de fontes renovaveis e biodegradaveis e com as
novas tecnologias CLUE, a alta viscosidade do etanol, responsavel pelo aumento significativo
da pressao no equipamento, deixou de ser um problema. Os residuos de etanol sdo féceis de se
eliminar ndo necessitando de incineracdo. Além disso, etanol € classificado como solvente de
classe Ill, que tem o menor potencial tdxico, assim como acido acético, acetona, acetato de
etila, heptano e dimetil-sulfoxido, de acordo com a classificagdo The Center for Drug
Evaluation and Research (CDER) e da Food and Drug Administration (FDA), 2012.

O etanol tem sido utilizado como o eluente fraco em CIH, e a retengédo de substancias
ndo tem sido um problema, portanto é possivel trabalhar com etanol em substitui¢cdo a ACN,
propondo, desta forma, métodos considerados “amigos do ambiente”. Neste aspecto, pode ser
citado o estudo para a investigacdo e quantificacdo de hidrazinas, substancias que, embora
usados nas sinteses de farmacos, sdo cancerigenas, e exigem monitoramento. Trata-se de
substancias de alta polaridade e, portanto, fracamente retidas na fase reversa (MIN et al., 2009).

Vérias combinacdes de fase movel e fase estacionaria foram testadas e avaliadas a fim
de se estabelecer os pardmetros adequados para o desenvolvimento do método. Excelentes
resultados foram obtidos usando alcoois como modificador organico associados a fases
estacionarias CIH. Os autores verificaram que o tempo de retencdo para hidrazinas aumentou
proporcionalmente ao tamanho da cadeia alquilica do alcool (metanol < etanol < isopropanol),
pois, com 0 aumento da cadeia alquilica, ha a diminuicdo da polaridade do alcool, o que faz
com que as hidrazinas tenham maior afinidade pela camada aquosa na superficie da fase
estacionaria, propiciando maior retencdo. O etanol foi o solvente organico escolhido e a forca
da fase mdvel foi estudada variando as proporcdes de dgua e etanol (MIN et al., 2009).

Deste modo, os métodos analiticos estdo constantemente passando por mudangas e
melhorias. A quimica verde estd sendo rapidamente adotada e encorajada no desenvolvimento
de novos métodos farmacéuticos, com incentivo das universidades e da industria farmacéutica;
cabe ao pesquisador avaliar as possibilidades frente as caracteristicas inerentes a cada

substancia em estudo.

5.8.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA EM FASE REVERSA -
CLAE-FR
A cromatografia liquida é uma das principais técnicas analiticas nas areas da ciéncia

devido a sua vasta aplicabilidade. O modo de elui¢do por fase reversa é, sem duvida, o mais
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utilizado na cromatografia, devido as suas inumeras vantagens, tais como amplo campo de
aplicacdo, devido a capacidade de separacdo de substancias de diferentes polaridades, uso de
fases mdveis de menor custo e menor toxicidade, rapido equilibrio da coluna apds a mudanca
de fase mdvel, possibilidade de uso de gradiente de elui¢do resultando em maior rapidez e
melhor separacdo nas anélises (BORGES; GORAIEB; COLLINS, 2012). A cromatografia
liquida de fase reversa pode ser considerada uma técnica de analise para separacgdo, confirmagédo
e quantificacdo bem difundida e empregada (MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010).

5.8.2.1. Material

Para a realizagdo do método foram utilizados ERTM SQR e p0 liofilizado para solugéo
injetavel, descritos nos itens 4.1. e 4.2. O método por cromatografia liquida de modo reverso
foi realizado em sistema Waters®, modelo 1525 (Waters Chromatography Systems, CA, EUA),
conectado a detector de UV/Visivel Waters 2487 e injetor manual 7725i com loop de 20 pL
(Rheodyne Breeze®, CA, EUA). A analise do farmaco em estudo foi realizada isocraticamente
em ZORBAX Bonus-RP (4,6 x 150 mm, 5 um) Agilent® (Santa Clara, EUA), em temperatura

ambiente. As areas dos picos foram integradas usando o programa de software Empower®.

5.8.2.2. Método
O ensaio foi realizado isocraticamente com vazao de 1 mL min, volume de injecéo de

20 pL, usando detector UV a 297 nm em temperatura 25 °C.

5.8.2.2.1. Preparo da solugdo de ERTM SQR

Foi pesada a massa de 20,00 mg de ERTM SQR e transferida para baldo volumétrico de
100 mL, cujo volume foi completado com a agua purificada, para a obtencéo de solucdo com
concentragdo de 200,0 pg mL™. Aliquota de 5 mL desta solugdo foi transferida para baldo
volumétrico de 10 mL, e o volume foi completado com a agua purificada para obtengdo da
concentragdo de trabalho de 100 pug mL™.

5.8.2.2.2. Preparo da solugdo de ERTM pd liofilizado para solugéo injetavel

O conteudo de cinco frascos-ampola, com peso medio de 1,440 g de ERTM em po para
solucéo injetavel (descritos no item 4.2.), foi acondicionado em um recipiente para formagéo
de um pool de amostras. A partir deste pool, massa equivalente a 20 mg de ERTM foi pesada e
transferida para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua, para a

obtencdo de solugdo com concentragdo de 200,0 pg mL. Desta solucéo, aliquota de 5 mL foi



99
Andlise Qualitativa

transferida para baldo volumétrico de 10 mL, e o volume foi completado com a &gua purificada
para obtencdo da concentracio de trabalho de 100 pg mL™.

5.8.2.2.3. Preparo das fases moveis

Diferentes fases moveis foram testadas. As fases moveis foram constituidas por
proporcoes de solventes de grau CLAE tais como: acetonitrila (JT Baker), etanol (JT Baker) e
metanol (JT Baker), em soluc&o aquosa (agua purificada Milli-Q®). Cada fase movel foi filtrada
em membrana filtrante de nylon com poro de 0,45 um e 47 mm de didmetro (Millipore®), sob
vacuo e desgaseificada no ultrassom (Unique Ultrasomic Cleaner Modelo USC — 2850A)

durante 30 minutos antes do uso.

5.8.2.3. Resultados e discussao

Ensaios preliminares foram efetuados, a fim de se obter um método confiavel, de modo
a evitar danos a coluna cromatogréfica e tentar diminuir a formacdo de residuos. Varios
sistemas de fases moveis foram testados em diferentes colunas cromatograficas em temperatura
ambiente. O volume de injecdo foi de 20 pL e a vazéo variou entre 0,5 a 1,0 mL min?. O
comprimento de onda de 297 nm foi pré-estabelecido por varredura em detector UV. As
condices testadas durante o desenvolvimento do método estdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12 - CondicOes testadas durante o desenvolvimento do método por cromatografia

liquida de fase reversa para a determinacéo de ERTM

Fase movel Coluna
Agua: etanol (75:25 v/v)
Agua: etanol (80:20 v/v)
Agua: etanol (85:15 v/v)

ZORBAX Eclipse Plus Phenyl-Hexyl (4,6 x 150 mm,
5 um) Agilent® (Santa Clara, EUA)

Agua: metanol (75:25 v/v)
Agua: metanol (80:20 v/v)
Agua: metanol (85:15 v/v)

ZORBAX SB-A(g (4,6 x 150 mm, 5 um) Agilent®
(Santa Clara, EUA)

ZORBAX Bonus-RP (4,6 x 150 mm, 5 um) Agilent®

Agua: acetonitrila (75:25 v/v) (Santa Clara, EUA)

Agua: acetonitrila (80:20 v/v)
Agua: acetonitrila (85:15 v/v)

Para estabelecer as melhores condi¢des de trabalho, o coeficiente de distribuicéo
(log D) foi determinado usando software ACD/Labs, sendo que o coeficiente de distribuicdo

consiste na avaliacdo do coeficiente de particdo (log de P) em diferentes pHs. Os resultados
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indicam que o pH em que a solubilidade do farmaco é mais estavel corresponde a faixa de pH

menor do que 3 (Figura 16).

Figura 16 - Coeficiente de distribuicdo de ERTM determinado por software ACD/Labs
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Em CLAE, usando o modo reverso de elui¢do é desejavel trabalhar com a molécula na
sua forma ndo ionizada, pois &cidos e bases ndo carregados, sofrem ionizacdo formando
espécies mais hidrofilicas, propiciando a menor retencdo da molécula na fase estacionaria em
modo de eluicdo por fase reversa. Considera-se que a molécula estara completamente néo
ionizada quando estiver 2 unidades de pH acima do seu pKa para bases e 2 unidades de pH
abaixo do seu pKa para &cidos. O pKa da molécula foi calculado in silico por software
ACD/Labs e o ertapenem sodio apresentou ter 7 pKas, sendo estes com caracteristicas acidas,
alcalinas e anfotera: 14,55 + 0,70; 14,36 + 0,20; 7,94 £ 0,60; 4,37 = 0,60; 4,30 + 0,70; 4,03 £
0,10 e 2,51 * 0,40. Portanto, trabalhar em pH &cido é o mais adequado, no entanto é preciso
considerar a faixa de pH apropriada para a fase estacionaria que se pretende usar para nédo
acarretar em danos na coluna cromatografica. Assim, 0,1% de aditivos tais como acido acético,
acido férmico e acido trifluoroacético (TFA) foram adicionados a fase mdvel para ajuste do
pH.

A fase movel agua: etanol (80:20 v/v), com 0,1% de acido férmico pH 2,5 foi escolhida
para testar as diferentes fases estacionarias, ZORBAX Bonus-RP (4,6 x 150 mm, 5 um), Zorbax
SB (4,6 x 150 mm, 5 um), Zorbax SB-A( (4,6 X 150 mm, 5 um) ¢ Zorbax Eclipse Plus Phenyl-
Hexyl (4,6 x 150 mm, 5 um), como apresentado na Figura 17.
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Figura 17 - Cromatogramas de diferentes fases estacionarias usando fase movel agua: etanol
(80:20 v/v), com 0,1% de &cido formico pH 2,5, solucdo de ERTM SRQ 100 pg mL™,
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1- ZORBAX Bonus-RP (4,6 x 150 mm, 5 um); 2- Zorbax SB (4,6 x 150 mm, 5 um); 3- Zorbax SB-Aq (4,6 x 150
mm, 5 um); 4- Zorbax Eclipse Plus Phenyl-Hexyl (4,6 x 150 mm, 5 pum)

Diante dos resultados obtidos, os parametros considerados adequados foram

estabelecidos para o método analitico por CLAE e estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Parametros estabelecidos para a determinacdo de ERTM po liofilizado para solucéo

injetavel, pelo método cromatografia liquida de fase reversa

Fase movel agua: etanol (80:20 v/v); pH 2,5 ajustado 0,1% acido formico
Coluna ZORBAX Bonus-RP (4,6 x 150 mm, 5 um) Agilent®
Deteccéo 297 nm

Vazéo 1 mL min?

Volume de injecdo 20 pL

Temperatura 25°C+2

Tempo de retencdo 4 minutos

O cromatograma de ERTM obtido pelo método proposto demonstrou resolucéo e
simetria do pico satisfatdrias, além de um tempo de reten¢do adequado visando curto tempo de

analise (4 minutos), como é ilustrado na Figura 18.
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Figura 18 - Cromatograma de ERTM SQR (preto), ERTM pA liofilizado para solucdo injetavel
(azul), ambos na concentragdo de 100 pg mL™, obtidos com fase movel: agua: etanol (80:20
viv), pH 2,5 ajustado com &cido férmico e fase estacionaria: ZORBAX Bonus-RP (4,6 x 150
mm, 5 um) Agilent® para o0 método CLAE-FR.
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5.8.2.3.1. Conformidade do sistema cromatogréafico

O teste de conformidade do sistema cromatografico (system suitability), estabelecido
pela ICH (2005), é uma etapa essencial para assegurar 0 bom desempenho do cromatografo
durante a realizacdo das analises. A conformidade do sistema foi avaliada, conforme descrita
no item 3.9.1., e os resultados obtidos para os parametros fator de retencdo e niumero de pratos,
bem como area do pico cromatografico e tempo de retencdo para ERTM, estdo apresentados na
Tabela 14.

Tabela 14 - Pardmetros avaliados na analise de conformidade do sistema cromatogréfico, para

a analise de ERTM por cromatografia liquida de fase reversa

A Tempo de Fator de  Numero de
rea N ~
Retencao Retencao pratos
(min) (> 2,0) (>2000)
2358819 4,078 2,27 2052,52
2269093 4,081 2,28 2055,54
2362990 4,091 2,28 2065,63
2265235 4,083 2,28 2057,56
2327085 4,067 2,26 2041,47
2241127 4,087 2,28 2061,59
2323999 4,059 2,26 2033,44
2263842 4,058 2,26 2032,44
2274930 4,084 2,28 2058,57
2256419 4,085 2,28 2059,58
Média 2294383 4,08 2,27 2051,83
DPR 1,94 0,29 0,01 0,58

DPR= Desvio padréo relativo
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Os 10 cromatogramas da avaliagdo da conformidade do sistema cromatografico para

ERTM foram sobrepostos e estdo apresentados Figura 19.

Figura 19 - Sobreposicdo de 10 cromatogramas de ERTM na concentragdo de 100 pg mL™,
obtidos com fase mdvel: agua: etanol (80:20 v/v), pH 2,5 ajustado com &cido formico e fase

estacionaria: ZORBAX Bonus-RP (4,6 x 150 mm, 5 um) Agilent® para o método de CLAE-FR.
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No método cromatografico para a identificacdo de ERTM proposto neste trabalho,
buscou-se diminuir os custos operacionais de modo a evitar danos a coluna cromatografica,
diminuir o tempo de anélise e a diminuir a producédo de residuos toxicos. Para isso, diferentes
fases moveis e fases estacionarias foram avaliadas para o desenvolvimento de um método no
modo reverso de eluicdo; os trés solventes testados (acetonitrila, etanol e metanol) apresentaram
condic@es favoraveis para a validagéo, o etanol foi escolhido por ser um solvente “verde”, “eco
amigavel” e por propiciar excelentes resultados. Dentre 0s aditivos testados observou que quéo
mais &cido o aditivo maior resolucdo do pico cromatografico, isso por que, em fase mével com
pH &cido, a molécula encontra-se na sua forma menos ionizada. Por outro lado, variando apenas
o tipo de aditivo, nas mesmas condi¢des cromatograficas, verificou-se que a retencdo do
farmaco € inversamente proporcional a acidez do aditivo (retengdo: acido acético > acido
formico > acido trifluoroacético).

Embora maior retencdo tenha sido alcancada, o 4cido acético foi descartado devido a
resolucéo inadequada gerada pelo alargamento da banda cromatogréfica. Excelentes resultados
foram alcancados usando acido trifluoroacético, e apesar de apresentar menor retencao, isso
ndo seria um problema, pois a retencdo poderia ser ajustada aumentando a proporcéo do eluente
fraco na fase movel (agua). No entanto, evitou-se o uso de TFA por ser corrosivo, citotdxico e
persistir no meio ambiente (PRAT; HAYLER; WELLS, 2014). Finalmente, o acido férmico
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apresentou resultados adequados e foi o escolhido por ter baixa toxicidade e ndo ser prejudicial
ao meio ambiente, uma vez que se decompde facilmente em CO: e H;O.

Quatro tipos de fase estacionarias foram testadas. A coluna ZORBAX SB® e ZORBAX
SB-Ag® foram selecionadas por serem compativeis com pHs extremamente &cidos (faixa de
pH: 1 a 8) e, além disso, a coluna ZORBAX SB-AqQ® é adequada ao uso de fases moveis
altamente aquosas. A coluna ZORBAX Eclipse Plus Phenyl-Hexyl® é muito usada para analise
de farmacos por ser apropriada para substancias aromaticas (faixa de pH: 2 a 8) e a coluna
ZORBAX Bonus-RP® por ser uma fase estacionaria diferenciada estericamente protegida e
apropriada para substancias polares que necessitam de fase moével altamente aquosa (faixa de
pH:2a9).

As colunas testadas foram doadas pela empresa Agilent® (Santa Clara, EUA). Na
industria farmacéutica, o tempo de analise de um método é de suma importancia para liberacdo
dos lotes em producdo e, além disso, representa horas de trabalho de analistas, desgaste de
equipamentos, uso de solventes e reagentes que em conjunto podem onerar essa etapa.

A solucdo de ERTM 100 pg mL* foi injetada sob as mesmas condi¢Ges cromatogréaficas
variando-se apenas a fase estacionaria, diferentes tempos de retencao foram observados para o

analito, como apresentado na Tabela 15.

Tabela 15- Fase estaciondria versus tempo de retencdo de ERTM pelo método cromatografia
liquida de fase reversa

Fase estaciondria Tempo de retencédo (min)
ZORBAX Bonus-RP (4,6 x 150 mm 5um) 4,00
Zorbax Eclipse Plus Phenyl-Hexyl (4,6 x 150 mm 5um) 7,20
Zorbax SB (4,6 x 150 mm 5um) 5,20
Zorbax SB-Aq (4,6 x 150 mm 5um) 5,90

A colunas Zorbax SB, Zorbax SB-Aq e Zorbax Eclipse Plus Phenyl-Hexyl apresentaram
maior retencdo do analito quando comparadas com a coluna ZORBAX Bonus-RP.
Adicionalmente o fator de retencdo versus o tempo de retencdo foi avaliado a fim de se obter
um método rapido e confiavel. Verificou-se que o fator de capacidade (> 2) é adequado para o
tempo de retencdo proporcionado pela fase estaciondria ZORBAX Bonus-RP.

Outra alternativa para se usar as fases estacionarias Zorbax SB, Zorbax SB-Aq e Zorbax
Eclipse Plus Phenyl-Hexyl e diminuir o tempo de retengéo a fim de se obter uma analise mais
rapida seria aumentar a proporcao de solvente forte na fase movel e consequentemente se teria
menor reten¢do do farmaco obtendo um método também adequado, mas isso ndo foi proposto

nesse estudo por que resultaria em maior quantidade de solvente organico (etanol), que embora
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ndo seja toxico e ndo necessite de tratamento especifico para os seus residuos, tem um maior
custo em relacdo a &gua. Com isso, a fase estacionaria Zorbax Bonus-RP (4,6 x 150 mm, 5 um)
Agilent® (Santa Clara, EUA) foi escolhida por apresentar melhor fator de retencéo e tempo de
analise compativeis com o desejado, aliados a uma fase movel economicamente viavel (Figura
20).

Figura 20- Estrutura da coluna ZORBAX Bonus-RP - Agilent Technologies®
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Fonte: Figura desenhada usando ChemDraw Profissional 15.1, baseada no Catalogo comercial
Agilent Technologies®

Assim, a fase movel escolhida foi agua: etanol (80:20 v/v), com 0,1% de &cido férmico,
pH 2,5. O método por cromatografia liquida de alta eficiéncia por fase reversa apresentou
resultados satisfatorios quanto aos testes de conformidade de sistema; tais testes sdo essenciais
para assegurar que os parametros cromatograficos selecionados estejam aptos para identificar
e quantificar o farmaco em andlise. Os dados obtidos na verificacdo da conformidade do sistema
cromatografico (Tabela 14) indicam que o sistema desenvolvido é seguro e confiavel, estando
de acordo com o preconizado pela FDA (2004) e USP 37 (2014), em que 0s parametros
sugeridos sdo: fator de retencdo > 2; Numero de pratos > 2000; todos com DPR inferior a 2%.
Além de um tempo de retengdo de 4 minutos, que é considerado satisfatério para a industria
farmacéutica.

Este trabalho propés o desenvolvimento de um método com uma fase mével simples,
ndo necessitando de preparo de solucdo tampdo como constituinte, 0 baixo tempo de analise
propicia a diminui¢do do consumo de solventes organicos, diminuindo custos operacionais.
Além disso, com a fase mdvel escolhida, constituida de agua e etanol, os gastos com descarte

adequado de residuos também sdo diminuidos e sdo inimeros os beneficios ao meio ambiente;
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as condicg0es selecionadas sdo apropriadas conseguindo desta forma maior aproveitamento da
vida atil da coluna cromatografica de forma a minimizar custos.

Assim, considerando a importancia do ertapenem de sodio para a pratica clinica nos dias
de hoje e que ainda ndo ha monografia oficial nas farmacopeias, um novo método analitico que
ndo seja prejudicial ao meio ambiente para as analises ao ertapenem de sodio em po liofilizado
para solucdo injetavel € de fundamental importancia.

O modo de eluicdo por fase reversa apresenta excelente retencéo para as substancias de
média e baixa polaridade. No entanto, considerando que a maioria dos farmacos sdao moléculas
de alta polaridade, muitas vezes, estes requerem fase mdvel altamente aquosa para obtencédo de
retencdo adequada por fase reversa, usando as tradicionais fases estacionarias Cis. Em
contrapartida, esta é uma condicdo adversa que pode levar a diminuicéo significativa do tempo
de vida til da coluna cromatografica. E o caso do ERTM, cuja revisdo sobre os seus métodos
analiticos apresentado na literatura descreve fases mdveis altamente aquosas em colunas
tradicionais (PEDROSO; SALGADO, 2015).

As tradicionais fases estacionarias empregadas em CLAE-FR sdo constituidas de uma
camada organica apolar ligada quimicamente; a silica possui inimeras caracteristicas, tais como
apresentar maior resisténcia mecanica, possuir alta area superficial e energeticamente
homogénea, possuir particulas com uma faixa estreita de distribuicdo de tamanho, além de ter
um método de sintese altamente reprodutivel (MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010).

Entretanto, o uso da silica como suporte cromatografico ndo apresenta boa estabilidade
guimica e térmica e, portanto, o seu uso limita-se a aplicaces em que as fases moveis na faixa
de pH 2 a 8 e temperaturas abaixo de 60 °C. Em pH acima de 8, ocorre a dissolucédo da silica e
0 colapso da fase estacionaria. Em pH menores que 2, ocorre a hidrolise da ligacdo siloxano
(Si-O-Si-C), ou seja, ocorre a quebra da ligacdo entre a fase ligada e o suporte cromatogréafico,
resultando em uma perda continua de fase ligada, com subsequente perda de retencéo do analito.
Da mesma forma, a estabilidade térmica é limitada ao uso de temperaturas elevadas associada
a fases moveis altamente aquosas, uma vez que nestas condi¢des a silica é solubilizada,
ocorrendo o eventual colapso do leito cromatografico, com consequente diminuicao dos tempos
de retencdo dos analitos, e resulta em uma diminuicdo do tempo de vida da coluna
(MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010; BORGES; EUERBY, 2013).

Atualmente, a énfase nas pesquisas e nos desenvolvimentos de novas fases estacionarias
para CLAE-FR esté voltada para dois pontos principais: a estabilidade e a seletividade das fases

estacionérias, ou seja, 0 aumento do tempo de vida das colunas cromatograficas em condicdes
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adversas e o desenvolvimento de FE que possuam caracteristicas especificas para uma
substancia ou para uma classe de substancias (MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010).

Novas tecnologias de fase estacionaria sdo lancadas todos os anos; encontram-se
disponivel comercialmente fases estacionarias com grupo polar embutido (GPE), nas quais um
grupo polar ¢ inserido na cadeia n-alquila e sdo capazes de estabelecer ligacdo de hidrogénio
(SILVA et al., 2004; MALDANER; COLLINS; JARDIM, 2010).

As fases estacionarias com grupo polar embutido mantém o carater de fase reversa, mas
apresentam seletividade distinta a fase estacionaria alquila. Sdo adequadas para diversos tipos
de substancias, especialmente para a separacdo de substdncias polares e béasicos, com a
vantagem de serem compativeis com o uso de fases mdveis altamente aquosas, podendo ser
usadas com 100% de agua sem ocorrer 0 colapso da fase estaciondria, ou seja, a perda da
sustentacdo das cadeias da fase ligada (SILVA et al.,, 2004; MALDANER; COLLINS;
JARDIM, 2010; BORGES; EUERBY, 2013).

Além das fases estacionarias reversas contendo grupos polares embutidos. Estdo
disponiveis comercialmente, as fases estericamente protegidas, que apresentam, além dos
grupos polares embutidos, grupos volumosos como isopropila ou isobutila ligados diretamente
ao atomo de silicio. Um exemplo é a coluna ZORBAX Bonus-RP® da Agilent Technologies,
que é recheada com uma fase do tipo reversa com grupos polares do tipo amida inseridos na
cadeia n-alquila de quatorze &tomos de carbono, além de grupos isopropila ligados diretamente
ao atomo de silicio (SILVA et al., 2004).

5.9. CROMATOGRAFIA EM FLUIDO SUPERCRITICO - CFS

A cromatografia em fluido supercritico (CFS) foi sugerida pela primeira vez em 1958
por James Lovelock. O intuito era melhorar a capacidade de diluicdo de substancias em fase
movel, para facilitar a elui¢do de substancias ndo volateis (SMITH, 1999; TAYLOR, 2013). A
técnica foi usada pela primeira vez por Ernst Klesper em 1962 e foi chamado de "cromatografia
de gas de alta presséo” (GIDDINGS et al., 1968; SMITH, 1999; TAYLOR, 2013).

Em CFS, a fase movel é geralmente constituida por um fluido supercritico, ou seja, uma
substancia acima da sua pressdo e temperatura critica (SMITH, 1999). Varios diferentes fluidos
foram investigados inicialmente, dentre estes, o dioxido de carbono se destacou como um
favorito, devido as suas inUmeras vantagens tais como, parametros criticos leves,
disponibilidade a baixo custo, ser transparente na regido do UV e compativel com a maioria

dos detectores, ndo ser inflamavel ou tdxico, ser facil de eliminar e ambientalmente amigavel,
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pois permite uma redugdo significativa do consumo de solventes organicos nos laboratdrios
(ABBOTT etal., 2008, ANTON; BACH; GEISER, 1991, WEST, 2013).

No entanto, para a separacdo da maioria das substancias incluindo muitas preparacdes
farmacéuticas, o poder de solvatacdo de didxido de carbono néo é suficiente para a eluigédo
destas substancias. A forca de elui¢do pode ser um pouco, mas ndo muito, aumentada com alta
pressdo. Para aumentar a solubilidade dos solutos na fase mével, modificadores orgénicos e
aditivos podem ser adicionados resultando no melhoramento na resolucdo e propiciando a
separacdo de analitos de diferentes polaridades (ABBOTT et al., 2008; ANTON; BACH;
GEISER, 1991; WEST, 2013). O diéxido de carbono associado a pequenas propor¢des de
metanol é, sem davida, a fase movel mais utilizada em CFS.

A CFS apresenta um mecanismo multimodo quando o CO; é o principal ingrediente da
fase mdvel. Com isso, a técnica vem se destacando para a separacdo de substancias quirais e
em interacdes diastereoméricos com resultados de alta relevancia (BRUNELLI et al., 2010;
SMITH, 1999). Isso por que, a CFS oferece uma rapida separacéo de produtos enantioméricos
em relacdo a CLAE, por causa da sua maior eficiéncia de separacdo por unidade de tempo,
proporcionando melhor seletividade na separacdo de substancias quirais com reduzido risco de
racemizacdo de analitos e decomposicdo térmica quando usado em baixa temperatura
(TAYLOR, 2013).

Essa técnica analitica que até entdo é preferida para separacfes de substancias quirais,
também vem se destacando como uma técnica cromatografica de primeira escolha para
purificacdo de substancias em grande escala. 1sso por que, em CFS preparativa € possivel
conseguir separacOes rapidas e eficientes, conseguida com a alta vazdo devido a baixa
viscosidade da fase mével (WEST, 2013). Soma-se ainda, ao fato de que a recuperagdo de
solutos usando fases mdveis baseadas em CO2 &€ muito mais facil dado que se diminui
drasticamente o tempo de secagem em relacdo as fases moveis aquosas usadas em CLAE-FR.
Com isso, 0 processo apresenta maior rendimento em menor tempo e maior produtividade em
relacdo aos métodos de CLAE (BOLANOS et al., 2004; BRUNELLI et al., 2010; TAYLOR,
2013; WEST, 2013).

O dioxido de carbono acima de sua temperatura e pressao critica (30 °C e 78 bars) resulta
em um fluido apolar, com sua viscosidade mais semelhante a de um gas, solubilidade mais
semelhante a fase liquida e difusividades aproximando a fase gasosa. Estas caracteristicas
resultam em baixas pressoes de volta, mesmo com altas vazdes, propiciando separagdes com
maior eficiéncia em menor tempo de analise. Os solventes organicos metanol, etanol,

isopropanol e ACN foram avaliados como modificadores de dioxido de carbono sob a mesma
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condicdo experimental para a separacdo de quatro metabolitos de estrogénio. Metanol e etanol
apresentoaram a melhor separacdo, seguido de isopropanol, e finalmente a ACN. O metanol
apresentou 0 menor tempo de separacdo, enquanto ACN foi 0 mais longo (ABBOTT et al.,
2008). A proporcdo de modificador organico na CFS varia tipicamente de 5 a 50% (WEST,
2013).

O metanol € o solvente mais utilizado em CFS devido as suas muitas propriedades
favoraveis, tais como, miscibilidade com CO2, melhor solubilidade das substancias a serem
analisadas, excelente transmissdo de UV e contribui para a desativacao de silanois residuais da
fase estacionaria, resultando em reducdo do tempo de retencdo, melhor eficiéncia e melhor
simetria do pico cromatografico. De acordo com o guia de selecdo solventes verdes, metanol,
etanol bem como acetona e agua sdo considerados solventes ambientalmente amigaveis para
aplicacbes em cromatografia. A selecdo de solventes verdes deve ser considerada no
desenvolvimento de métodos e, portanto, 0 metanol deve ser selecionado sobre a acetonitrila
sempre que possivel (BRUNELLI et al., 2008).

A CFS inicialmente estava focada exclusivamente para analise de substancias apolares,
e por muito tempo CFS foi considerada inadequada para analisar substancias polares devido a
imiscibilidade de CO. com amostras aquosas (ANTON; SIFFRIN, 1999). No entanto, tal fato
parece deixar de ser um problema ja que, atualmente a CFS tem sido aceita como um substituto
ideal para cromatografia liquida de fase normal, por exibir retencdo e reequilibrio da coluna
cromatografica extremamente rapido; por permitir usar gradientes de eluicdo acentuados;
tolerar uma quantidade significativa de agua e pode ser usada com colunas cromatogréaficas
longas (SMITH, 1999; TAYLOR, 2013). Substancias mais polares que ndo sédo retidas por
CLAE-FR so frequentemente bem separadas em CFS (BOLANOS et al., 2004; DISPAS et al.,
2014), desde que a composicdo da fase movel seja ajustada para assegurar a solubilidade
suficiente das substancias a serem analisadas (WEST, 2013).

Para andlise de substancias polares, a fase estacionéaria deve ser suficientemente polar
para reté-las, e a fase mdvel deve ser suficientemente polar para permitir uma boa solubilidade
da substancia (WEST, 2013). Portanto, uma porcentagem de modificador organico deve ser
adicionada ao dioxido de carbono para conseguir a eluigdo de substancias muito polares ou
ibnicas (ANTON; BACH; GEISER, 1991). A adi¢cdo de co-solvente e aditivos tem como
finalidade ndo s6 aumentar a solubilidade de analito, como também, possivelmente, mascarar
"centros ativos™ da fase estacionaria que podem causar adsorgdo irreversivel (WEST, 2013).
Ha& varios trabalhos apresentados na literatura em que a CFS tem sido usada para analise de
substancias polares (GEISER et al., 1988; ENGELHARDT et al., 1989; FRANCE et al., 1991;
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PYO; JU, 1994, GYLLENHAAL, 2006, MUKHERJEE; COOK, 2006; ZHENG et al., 2006b;
PEREIRA et al., 2010; PHILIBERT; OLESIK, 2011; DISPAS et al., 2012; PUENTE et al.,
2012, PYO, 2008; PATEL et al., 2012, 2014; MURAKAMI; THURBIDE, 2015).

E interessante ressaltar que a maioria das publicagdes em CFS ndo estdo, na verdade,
sob as condigdes supercriticas. A pratica comum nos dias de hoje é se utilizar uma pressdo
acima da pressao critica da fase movel e uma temperatura abaixo da temperatura critica da fase
movel, assim, o fluido resultante é referido como "subcritico™ (WEST, 2013).

As condi¢bes subcriticas parecem ndo ter uma grande influéncia no desempenho do
sistema. No estado fluido subcritico, a difusividade e viscosidade sdo menos favoraveis do que
as ideais e se assemelham mais as condi¢cdes de CLAE (BRUNELLI et al., 2010). Entretanto,
as condicBes subcriticas em CFS tém sido Uteis para a separacdo de substancias polares e 0s
resultados apresentados séo encorajadores (LIU et al., 2002, OLESIK, 2015, PEREIRA et al.,
2010, PERIAT et al., 2013; ZHENG et al., 2006a).

A condicdo subcritica também é conhecida como cromatografia liquida de fluidez
melhorada do termo em inglés Enhanced-fluidity liquid chromatography - EFLC ou Gas
expanded liquids (GXLs). A fase movel consiste em uma mistura de solventes organicos
convencionais com uma pequena proporcao de gas liquefeito. O didxido de carbono é o mais
comumente usado. Com isso € possivel obter fase mével com maior fluidez do que as fases
moveis tipicas. A adicdo de um gas liquefeito a um liquido convencional provoca a expansdo
do volume, e a fluidez da fase mdvel aumenta substancialmente. Assim como em CFS, em
cromatografia liquida de fluidez melhorada tipicamente usa-se o dioxido de carbono como gas
liquefeito, mas outros gases liquefeitos também podem ser usados. Esta técnica vem sendo
altamente util para diversas aplicagBes cromatograficas (OLESIK, 2015).

A separacdo de aminoacidos quirais foi avaliada em condic¢des subcriticas usando até
70% de metanol em fases estacionarias de glicopeptideos macrociclicos (LIU et al., 2002). A
separacdo de nucleosideos de RNA adenosina, uridina, citidina e guanosina foram separadas
por cromatografia liquida de fluidez melhorada no modo de eluigéo por interacdo hidrofilica,
usando coluna amida e fase mdvel constituida de tampéo de acetato de sodio 20 mM em metanol
90:10 e proporcdes crescentes de CO2 para obtengdo do aumento de retencdo (TREADWAY;
PHILIBERT; OLESIK, 2011). Ashraf-Khorassani e Taylor (2010) mostraram que as misturas
de CO2 com ate 50% de alcool e 5% de agua podem ser eficazes na separacao das nucleobases,
timina, uracilo, adenina, citosina (ASHRAF-KHORASSANI; TAYLOR, 2010; OLESIK,
2015).
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Segundo uma previséo feita por Taylor em 2013 CFS, vem sendo empregado para a
separacgdo de diferentes analitos, polares ou apolares e idnicos variando apenas a fase movel,
tais como: CO; puro para a eluicdo de hidrocarbonetos, éteres e ésteres; CO2 + metanol (ou
acetonitrila para eluicao de alcoois, amidas e anilina; CO2 + metanol + &cido trifluoroacético
(ou isopropil-amina) para a eluicdo dos acidos ionizaveis e bases e CO2 + metanol + acetato de
amonio + agua para eluicdo de anfdteros, peptideos, vitaminas sollveis em agua, hidratos de
carbono e ions inorganicos (TAYLOR, 2013).

Espécies ionizaveis representam a maioria das substancias analisadas na industria
farmacéutica. Para eluir espécies ibnicas e ionizaveis, aditivos &cidos, basicos ou neutros podem
ser adicionados ao modificador organico para o melhoramento da resolugdo do pico
cromatografico. No entanto, trabalhos na literatura mostram que a eluicao de espécie carregada
é possivel sem o uso de qualquer aditivo (BHOIR et al., 1999; ZHENG, 2005).

O pH estimado de fase movel contendo misturas de &lcool com CO- pode estar entre
4-5 (WEST, 2013; ZHENG et al., 2006b). Em tais condi¢cBes &cidas, é provavel que as
substancias mais acidos estariam na sua forma anidnica, enquanto que as substancias alcalinas
estariam na sua forma catidnica. Neste caso, a adi¢do de um aditivo acido (como o acido acético,
acido tricloroacético, acido férmico ou acido citrico) com um pKa inferior ao do analito pode
restaurar o estado neutro de espécies acidas, e protonam substancias alcalinas, enquanto que 0s
aditivos alcalinos (dietilamina, trietilamina ou isopropilamina) iriam restaurar o estado neutro
de substancias béasicas, mas desprotonam as substancias acidas. A quantidade de aditivo
recomendada é geralmente pequenas proporc¢oes de 0,1 a 2% (WEST, 2013).

O acetato de aménio tem sido o aditivo preferido devido a sua solubilidade na presencga
de solventes organicos, por substituir os aditivos alcalinos e acidos comumente usados em CFS
e ainda por ser compativel com a detec¢do por espectrometria de massas (BRUNELLI et al.,
2009; CAZENAVE-GASSIOT et al., 2009; VENTURA; MURPHY; GOETZINGER, 2012;
WEST, 2013; ZHENG, 2005).

5.9.1. Material

O método foi desenvolvido em um sistema Jasco (Jasco Corporation®, Téquio, Japdo)
equipado com os seguintes modulos: Jasco PU-2080-CO.-plus bomba de fornecimento de COy;
Jasco PU-2080-plus bomba de CLAE; AS-2059-SF-plus amostrador automatico para CFS; UV-
2070-plus detector UV-VIS com célula de fluxo de alta pressdo; BP-2080-plus regulador de
pressdo de retorno automatico; Caixa de interface LC-NET Il / ADC e forno de coluna CO-

2060. O software ChromomNAV foi utilizado para integrar as areas de pico automaticamente.
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A separacdo cromatografica foi realizada em coluna ProntoSil 120-5-Piridina 250 x 4,6 mm,
5,0 um (Bischoff®). Outros aparelhos utilizados foram balanca analitica BL120S (Sartorius®);
micropipeta (Thermo Scientific®); membrana de nylon com poro de 0,45 pm e 47 mm de
diametro (Grace®); lampada UV2ss nm UVGL-25 (UVP®); banho de ultra-som 2510E-MT
(Bransonic®). Os produtos quimicos utilizados foram ertapenem sddio 99,2% (n° EB004C1) e
ERTM ingrediente farmacéutico ativo em po6 liofilizado para solugdo injetavel
(n° 2178140) ambos gentilmente doados pela Merck Sharp & Dohme®. Todas as soluces e
fases moveis utilizadas neste ensaio foram preparadas a partir de agua ultrapura obtida a partir
de purificador Milli-Q Plus (Millipore®, EUA) e todos os solventes utilizados foram de grau
CLAE, metanol (Sigma-Aldrich®), etanol 99,8% (Acros organics®), etanol absoluto
desidratado (Biosolve®), etanol 96% (Sigma-Aldrich®) e todos os outros produtos quimicos
eram de grau analitico: acetato de amonio (Merck®); dietilamina (Fluka®); acido formico 99%

(Acros Organics®) e CO2 de grau N48 a Air Liquide (Liege, Bélgica®).

5.9.2. Método

O ensaio foi realizado usando um gradiente de eluicdo com a fase movel A: CO; e B:
uma mistura ternaria de 70: 25: 5 metanol: etanol: agua v/v/v. O gradiente iniciou com 1 minuto
60:40 A: B v/v para reter o ERTM seguido de rampa linear de 20 min a 35:65 A: B v/v. Esta
composicdo permaneceu 4 minutos e depois voltou as condig¢Ges iniciais durante mais 5
minutos. O volume da injecédo foi de 5 pL, as solugdes foram filtradas em membrana de 0,45
um antes de serem injetadas. A vazdo foi de 1 mL min™, usando detector UV a 230 nm, em
temperatura de 20 °C. O regulador de contrapressao foi ajustado em 17,5 MPa (175 Bar). Este
método foi conduzido no Departamento de Quimica Organica e Macromolecular na Faculdade

de Ciéncias da Universidade de Gante.

5.9.2.1. Preparo da solugdo de ERTM SQR

Uma solucédo estoque foi preparada transferindo 50 mg de ERTM SQR (descritos no
item 4.1.), para baldo volumétrico de 10 mL, o qual foi completado com agua purificada para a
obtencdo de solugdo com concentragio de 5000 pug mL™. Aliquotas de 1 mL desta solugéo
foram transferidas para baldo volumétrico de 10 mL, e o volume foi completado com a agua

purificada para obtencdo da concentracgdo de trabalho de 500 pug mL .
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5.9.2.2. Preparo da solu¢do de ERTM pa liofilizado para solugéo injetavel

O conteudo de cinco frascos-ampola, com peso medio de 1,440 g de ERTM em pd para
solucdo injetavel (descritos no item 4.2.), foi acondicionado em um recipiente para formacao
de um pool de amostras. A partir deste pool, massa equivalente a 50 mg de ERTM SQR foi
transferida para baldo volumétrico de 10 mL, o qual foi completado com &gua purificada para
a obtencdo de solugdo com concentragdo de 5000 ug mL™. Aliquotas de 1 mL desta solugéo
foram transferidas para baldo volumétrico de 10 mL, e o volume foi completado com a agua

purificada para obtencio da concentracéo de trabalho de 500 pg mL™.

5.9.2.3. Preparo da fase movel

As fases moveis foram constituidas por proporc¢des de metanol, etanol de grau CLAE e
agua purificada, estes solventes foram filtrados em membrana filtrante de nylon com poro de
0,45 um e 47 mm de didmetro (Millipore®), sob véacuo e desgaseificados no banho de ultrassom
2510E-MT (Bransonic®) durante 30 minutos antes do uso. O CO, de grau N48 (Liege,
Bélgica®) foi liberado por tubulagdes conectadas ao equipamento e a sua vazao foi controlada
pela bomba de fornecimento de CO; - Jasco PU-2080-CO2-plus.

5.9.3. Resultados e discusséo

Um pré-requisito 6bvio para a analise de uma substancia por CFS é ter solubilidade
suficiente no meio supercritico. Embora esta caracteristica possa muitas vezes ser aumentada
pela adicdo de um modificador organico, isto leva a uma deterioracdo consideravel das
propriedades cinéticas favoraveis do didxido de carbono supercritico quando o teor de
modificador excede 20% (STEUER; BAUMANN; ERNI, 1990). De modo geral em CFS,
sugere-se que a substancia de interesse deve ter uma solubilidade de pelo menos 1 mg mL™ no
solvente organico para ser passivel de separacdo (ANTON; SIFFRIN, 1999; WEST, 2013).

Essa era até entdo, uma limitacdo da técnica para muitas aplicacdes farmacéuticas, ja
que a grande maioria dos farmacos sdo moléculas polares. No entanto, alguns trabalhos
publicados na literatura demonstraram que é possivel separar substancias de alta polaridade,
fazendo injecdes direta de amostras aquosas (GYLLENHAAL, 2006, MUKHERJEE; COOK,
2006), bem como, usar uma pequena porcentagem de agua como aditivo e/ou co-solvente na
fase movel (GEISER et al., 1988; ENGELHARDT et al., 1989; FRANCE et al., 1991; PYO,
JU, 1994, GYLLENHAAL, 2006, MUKHERJEE; COOK, 2006; ZHENG et al., 2006b;
PEREIRA et al., 2010; PHILIBERT; OLESIK, 2011; DISPAS et al., 2012; PUENTE et al.,
2012, PYO, 2008; PATEL et al., 2012, 2014; MURAKAMI; THURBIDE, 2015).
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Estas possibilidades foram avaliadas experimentalmente e os resultados apresentaram
ora divergentes, ora condizentes com a literatura, para anélise de ERTM, que é uma substancia
polar. Estes resultados sdo discutidos ao decorrer do texto sempre fazendo analogia a literatura
disponivel quando possivel.

Ensaios preliminares foram realizados para avaliar os parametros e desenvolver um
método confidvel. O uso de &gua em CFS deve ser usado com cautela devido a baixa
miscibilidade com CO,. Amostras aquosas foram injetadas diretamente no equipamento e
foram comparadas com solucGes em que uma solucéo estoque foi preparada em agua e diluida
para a mesma concentracdo em metanol. O diluente escolhido foi a 4gua devido a melhor
solubilidade do farmaco neste solvente.

As colunas mais comumente usadas em CFS sdo as colunas constituidas de silica pura
sem qualquer ligante assim como no modo de eluicdo por CIH. A fase movel constituida de
etanol e CO» para o0 uso em CIH tem sido descrita na literatura para a separagdo de nucleobases
com o mesmo desempenho da fase mével composta por acetonitrila e &gua (PEREIRA et al.,
2010). Fase movel constituida de alcool: agua, com a adicdo de CO: pode melhorar
significativamente o desempenho cromatografico e além disso, tanto o CO, como alcool sdo
considerados amigos do ambiente (OLESIK, 2015). Com isso, CFS-CIH tem se mostrado um
novo nicho para aplicacGes, ndo s6 para separacao de analito polares e ionizaveis como também,
para a separacdo de substancias quirais, biomarcadores e metabolitos (TAYLOR, 2013).

O modo de eluicdo CFS-CIH foi investigado neste trabalho para a avaliacdo de
ertapenem sodio. As colunas usadas foram Kinetex CIH 100 A 100 x 4,6 mm, 2,6 um
Phenomenex® e Poroshell 120 CIH T3 100 x 3,0 mm, 2,7 um Agilent®. Diferentes proporcdes
de CO- e metanol combinados em diferentes tipos de gradientes foram testados, mas ndo houve
retencdo adequada em ambas as colunas.

As fases estacionarias usadas tradicionalmente em CIH como triazol ou amida, as fases
estacionarias de silica ligada concebidas para a fase normal CLAE como aminopropil,
cianopropil, diol, bem como, as fases estacionarias Cig com grupos polares incorporados ou
grupos de bloqueio da extremidade hidrofilicos, podem ser usadas em CFS, a fim de permitir a
retencdo de substdncias polares (ASHRAF-KHORASSANI; TAYLOR; SEEST, 2012,
ASHRAF-KHORASSANI; TAYLOR, 2010; BRUNELLLI et al., 2008a; LESELLIER; WEST,
2015; PATEL et al., 2012; TAYLOR, 2013; WANG; ASHRAF-KHORASSANI; TAYLOR,
2003; WEST; LESELLIER, 2006; WEST, 2013; ZHENG et al., 2006b).

Assim como em CLAE, a fase estacionaria é de extrema importancia para garantir a

seletividade em CFS. Diferentes fases estacionarias aplicadas em CFS foram desenvolvidas ao
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longo dos anos, mas as fases estacionarias de silica nua (bare silica) continuam sendo uma
excelente escolha para CFS. Além disso, todas as colunas de CLAE também podem ser usadas
em CFS, propiciando ao analista uma vasta gama de op¢des de colunas (BRUNELLLI et al.,
2010).

A coluna etilpiridina é sem duvida uma das fases favoritas em CFS e tem ganhado
popularidade para aplicages farmacéuticas (BRUNELLI et al., 2009, 2008b; CAZENAVE-
GASSIOT et al., 2009; DISPAS et al., 2012; PERIAT et al., 2013). Segundo ZHENG et al.
(2006) é provavel que nas fases estacionarias contendo ligantes basicos, tais como aminopropil
e etilpiridina, a fase movel apresente caracteristicas idnicas devido a reacdao da mistura de alcool
com o diéxido de carbono (ZHENG et al., 2006a). Com o passar dos anos, os fornecedores
estdo mais comprometidos com o avango da tecnologia e novas colunas cromatograficas
voltadas para CFS tém sido desenvolvidas.

Além das fases estacionarias ja mencionadas, testadas no modo de elui¢do CIH, foram
avaliadas colunas comumente usadas em cromatografia em fase reversa que teoricamente
apresentam caracteristicas favoraveis para a retencéo da substancia polar em estudo, tais como:
XSelect HSS T3 150 x 4,6 mm, 5 um Waters®; Zorbax Bonus — RP 150 x 4,6 mm, 5 pm
Agilent®; Zorbax SB-Aq 150 x 4,6 mm, 5 pm Agilent®; XBridge Phenyl 100 x 4,6 mm, 3,5 um
Waters®; Luna C1s 100 A 50 x 4,6 mm, 5 um Phenomenex®; Gemini C1s 250 X 4,6 mm, 5 um
Phenomenex®. As fases estacionarias tipicamente usadas em cromatografia em fluido
supercritico também foram avaliadas: Ciano 60 A 250 x 2,0 mm, 5 um Princetom®; Amino 60
A 150 x 3,0 mm, 5 pm Princetom® ; Diol 60 A 250 x 4,6 mm, 5 um Princetom®; DPN 100 A
250 x 4,6 mm, 5 pm Princetom®; PPU 100 A 250 x 4,6 mm, 5 pm Princetom®; Pyridine 60 A
250 x 4,6 mm, 3 um Princetom®; 2-ethylpyridine 60 A 250 x 4,6 mm, 3 pm Princetom®;
ProntoSil 120-5-Pyridine 250 x 4,6 mm, 5 pm Bischoff®.

Dentre as fases estacionarias acima citadas, a coluna XSelect HSS e a XBridge phenyl
ndo apresentaram retencdo adequada; na coluna DPN ocorreu forte retencdo e devido a isso
formou cauda no pico cromatografico. Retencéo irreversivel da substancia ocorreu nas colunas
ciano e amino, sendo necessario uma intensiva lavagem da coluna para sua regeneracéo. Todas
as outras colunas demostraram alguma retencdo. Os dois melhores resultados encontrados
foram com as colunas 2-ethylpyridine Princetom® e a coluna ProntoSil 120-5-Pyridine. Dentre
estas fases estacionarias, a coluna ProntoSil 120-5-Pyridine foi a escolhida por ter maior
tamanho e particula e com isso apresentar melhor linha de base.

E verdade que o nivel de ruido é maior em CFS, isso ocorre devido a alteragdes de indice

de refragdo relacionada a densidade do fluido supercritico altamente compressiveis (STEUER,;
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BAUMANN; ERNI, 1990). Por algum tempo, métodos usando gradiente de eluicdo em CFS
foram desencorajados, por que a dinamica mistura de CO- supercritico com um modificador
organico gera frequentemente a instabilidade da linha de base e a irreprodutibilidade do
processo de mistura (BRUNELLI et al., 2009).

Além disso, a técnica de CFS mostrou ser muito menos sensivel do que CLAE. No
entanto, para o controle qualidade do ingrediente farmacéutico ativo na formulagéo
farmacéutica a sensibilidade ndo é uma questdo importante porque a concentracdo alvo pode
ser fixado de acordo com a sensibilidade da técnica (DISPAS et al., 2014).

O ERTM ¢ uma molécula que esta geralmente ionizada, pois apresenta pKa &cidos,
basicos e anfoteros, sendo assim, diferentes tipos de aditivos foram avaliados: acido férmico de
0,1 a 0,3%; dietilamina 0,1 %; formiato de amonio preparado diretamente em metanol; acetado
de amoénio 10 mM preparado diretamente em metanol e preparado em 10 mL de agua e
reconstituido em quantidade suficiente para 1000 mL de metanol. No entanto, dependendo do
comprimento de onda usado, os aditivos de fase movel podem ser detectados causando disturbio
da linha de base, 0 que interferem negativamente para visualizacdo dos picos cromatograficos.
Além disso, os aditivos testados ndo foram capazes de promover melhorias significativas e por
isso foram dispensados.

A 4agua também vem sendo usada como um aditivo, apesar da sua miscibilidade limitada
em CO.. N&o ha um consenso da quantidade méxima de agua que pode ser usada ha composi¢ao
da fase mével em CFS. Enguanto que para uns a propor¢do de dgua na fase movel deve ser o
suficiente para melhorar a forma do pico (de 0,5 a 5%), para outros pode variar entre 0,1 a 10%.
Na eluicdo de substancias altamente polares proporcfes de dgua de 5 a 30% foram usadas
(WEST, 2013).

Contudo, a &gua deve ser usada com cautela em CFS. Proporc¢des de 5%, 10% e 15% de
agua foram testadas no método e verificou-se que até 10% de agua pode ser usado para a
obten¢do de melhor resolugédo do pico cromatografico. No percentual de 15% de agua levou a
formagéo de artefatos espurios e um alto sinal de pressdo independente da concentracdo do
analito, o que pode ser devido a imiscibilidade de agua na presenca de COx.

Apesar de o etanol ser frequentemente preferido em relacdo ao metanol pela sua
natureza considerada ainda mais verde, 0o ERTM nao é soltvel neste solvente, o que limitou o
seu uso na fase maovel constituida apenas em CO> e etanol para este caso em especifico. A fase
movel metanol e COz e pequenas proporgdes de agua como aditivo é considerada ideal para
promover a separacdo de substdncias polares, no entanto neste trabalho os picos

cromatograficos ndo apresentaram a resolucédo desejada. Enquanto que, a fase movel etanol e
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CO:- e pequenas proporc¢des de dgua apresentou picos cromatogréaficos com excelente resolucao
e numero de pratos, mas o cutoff do etanol (210 nm) € um pouco mais alto do que o do metanol
(205 nm) e devido a isso a linha de base é apresentada como uma rampa proporcional ao
gradiente de eluicéo.

Com isso, uma mistura ternaria de metanol:etanol:dgua (65: 30: 5 v/v/v) foi a
combinacdo perfeita como solvente de arraste para a obtencdo de resultados adequados.
Diferentes gradientes foram testados a fim de se obter boa seletividade. O gradiente sugerido
iniciou com 1 minuto de A:B 60:40 (v/v) para reter o ERTM, sendo A: CO; e B: mistura ternaria
de metanol:etanol:agua (65: 30: 5 v/v/v) seguido de rampa linear de 20 min até a obtencdo de
A: B 35:65 (v/v), que é a quantidade de solvente organico suficiente para elui¢do de todas as
substancias; o gradiente de eluicdo permaneceu nesta composi¢do por 4 minutos para lavagem
da coluna e entdo retornou as condicdes iniciais, onde permaneceu mais 5 minutos para
estabilizacdo da coluna e preparo para proxima injegao.

Diferentes temperaturas foram avaliadas na faixa de 20 a 70 °C. O aumento da
temperatura diminui a viscosidade da fase mdvel e com isso menor presséo é alcancada. No
entanto o aumento da temperatura influencia negativamente na intensidade do pico
cromatografico, o que corrobora com a mencao de Anton, Bach e Geiser, (1991) que descreve
que substancias polares podem ser analisadas a alta concentracdo de modificador organico, alta
densidade e baixa temperatura (ANTON; BACH; GEISER, 1991).

A contrapressdo também foi avaliada para o desenvolvimento do método, o regulador
de contrapressdo foi programado em 100, 150 e 175 bars. A pressdo escolhida para se obter
melhor seletividade entre os possiveis produtos de degradacdo foi 175 bars. Com isso, 0 método
foi desenvolvido e o tempo de retencdo para ERTM foi de 21 minutos. Os cromatogramas de
ERTM SQR e ERTM pé liofilizado para solucdo injetavel foram analisados sob a mesma

concentracdo e foram comparados (Figura 21).
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Figura 21- Cromatogramas sobrepostos de ERTM SQR (preto) e de ERTM pd liofilizado para
solugdo injetavel (azul), ambos na concentragio de 100 ug mL; fase mdvel A:CO; e B:mistura
ternéria de 65: 30: 5 metanol:etanol:agua v/v/v, sob gradiente de eluicdo; fase estacionéria:
ProntoSil 120-5-Pyridine 4,6 x 250 mm, 5 um Bischoff®; método de CFS.
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5.9.3.1. Conformidade do sistema cromatografico

O teste de conformidade do sistema cromatografico foi conduzido para avaliar a
reprodutibilidade do método. Foram preparadas e analisadas dez solugdes de ERTM SQR na
concentragéo de 1 mg mLt. Os pardmetros como area de pico, tempo de retencéo (tr), nimero
de pratos (N) e desvio padréo relativo (DPR%) foram calculados e seu limite de aceitacao foi
analisado de acordo com a revisdo dos parametros de aceitacdo para de teste de conformidade
do sistema cromatogréafico proposta por Bose em 2014. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 16 e ilustrados na Figura 22.

Tabela 16 - Conformidade do sistema, para determinacdo de ERTM por CFS

Parametros avaliados

tr Area K’ N
21,01 3859998 9,12 38452,60
20,92 3857351 9,08 38123,86
21.10 3797747 9,16 38782,74
21,02 3838318 9,12 38489,21
20,95 3744120 9,09 38233,28
21,09 3780238 9,16 38745,99
21,17 3709715 9,20 39040,49
21,17 3738920 9,20 39040,49
21.19 3750339 9,21 39114,29
21,25 3722219 9,23 39336,11
Média 21.09 3779897 0,48 38735,91
DPR 0,52 1,48 0,58 1,04

DPR= Desvio padrdo relativo
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Os resultados do teste de conformidade do sistema cromatografico foram consistentes
com a literatura. Considera-se adequado o DPR menor que 2,0 % para a &rea do pico e tempo
de retencdo, o fator de retencdo "k’* inferior a 2 e 0 numero dos pratos "N" acima de 2000
(BOSE, 2014). O teste indica que os parametros cromatograficos selecionados séo capazes de
quantificar o ERTM.

Figura 22- Conformidade do sistema - Sobreposi¢do de dez cromatogramas ERTM em p6

liofilizado para soluc&o injetavel em concentrago de 100 mg mL™.
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Sabe-se que os laboratérios farmacéuticos dispdem de técnicas bem estabelecidas tais
como, CLAE e CG para a separacao de substancia. Embora CLAE e CG atenderem a maioria
das exigéncias e serem 0s métodos de escolha para esta finalidade, ambas tém algumas
desvantagens e limitacdes. Por exemplo, a CLAE requer o uso de solventes organicos que
podem ser tdxicos, caros, prejudiciais ao meio ambiente e pode requerer procedimentos
especiais para sua eliminacdo segura. A CG é limitada a pequenas substancias volateis e
termicamente estaveis (ABBOTT et al., 2008). A CFS apresenta uma eficiéncia muito menor
do que em CG, mas geralmente mais do que em CLAE, com fases estacionarias idénticas, em
vazOes mais elevadas (WEST, 2013). A CFS é uma técnica de separagéo rapida que combina
as propriedades de CLAE e CG com a vantagem de ser uma técnica economicamente viavel e
ambientalmente favoravel (ABBOTT et al., 2008).

Em CFS, a densidade pode ser usada para alterar a seletividade rapidamente e de forma
muito eficaz. Este efeito pode ser explorado pelo uso de gradientes de presséo, 0s quais podem
ainda ser combinados com gradientes de modificadores organicos que permitem a simultanea
separagdo de espécies polares e ndo polares (STEUER; BAUMANN; ERNI, 1990).
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A CLAE é considerada o método mais versatil, mas a CFS possui mais possibilidades
de modificagdo seletividade, sendo possivel trabalhar com gradiente de fase mével, gradiente
de temperatura, gradiente de pressao de retorno, gradiente de vazao ou ainda uma combinacao
destes gradientes. A CFS apresenta como caracteristica peculiar a sua seletividade Gnica. O CO>
aumenta a seletividade de modo que a separagédo pode ser acelerada (BRUNELLI et al., 2010).
Em alguns casos, a CFS se sobressai a tradicional CLAE-FR, por apresentar uma vasta gama
de fases estacionarias polares com diferentes seletividades, em que é possivel obter ganhos de
eficiéncia de picos semelhantes aos observados em cromatografia gasosa. Na CLAE-FR quase
todo o trabalho é realizado numa variante de uma Unica fase estacionaria (C1s). Além disso, as
separacOes em CFS podem ser executadas a velocidades de vazdo muito mais elevadas do que
na CLAE (TAYLOR, 2013).

Como uma técnica ortogonal, a CFS néo estd em competicdo com a consolidada técnica
de CLAE, mas sim como um método adicional alternativo, a fim de aumentar as possibilidades
de separacdo analitica para as diferentes substancias. Assim sendo, este trabalho permitiu

avaliar e propor um novo meétodo de analise de ERTM no controle de qualidade.

5.10. ELETROFORESE CAPILAR

A eletroforese capilar é uma técnica de separacdo baseada na migracdo de substancias
carregadas eletricamente, que estdo presentes em um eletrdlito dentro de um capilar de silica
fundida, ao qual um campo elétrico ¢ aplicado. Esta técnica tem como diferencial a vantagem
de se usar pequenas gquantidades de amostras e reagentes, gerando pequenas quantidades de
residuos e consequentemente propiciando um menor custo quando comparada as técnicas
convencionais de CLAE. Além disso, apresenta alta eficiéncia em baixo tempo de anélise e na
maioria das vezes ndo necessita de nenhum solvente organico, podendo ser enquadrada como
uma técnica “verde” (ZHANG; ZHANG,; LIU, 2013).

A silica fundida na superficie interna do capilar apresenta um carater fracamente acido
devido aos grupos silanois (—SiOH), esses grupos encontram-se ionizados na presenca de
solucBes aquosas tornando a superficie do capilar negativamente carregada. Quando um campo
elétrico é aplicado, uma corrente de ions é gerada em direcdo ao eletrodo de carga oposta,
gerando um fluxo eletrosmético (FEO) em direcdo ao polo negativo (SPUDEIT; DOLZAN,;
MICKE, 2012).

A eletroforese capilar € uma técnica versatil que tem ampla aplicacdo, podendo ser
usadas para separar diferentes tipos de molécula. Para isso, se dispde de uma variedade dos

modos de separacdo que podem ser efetuados em um uUnico capilar para separar diversas
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substancias. A eletroforese capilar de zona ou também conhecida como eletroforese de solugao
livre € 0 modo de operagdo mais utilizado. Em condig¢6es normais, o fluxo é proveniente do
eletrodo de carga positiva para o eletrodo de carga negativa promovendo a separacao de cations,
anions e moléculas neutras em uma unica corrida (TAVARES, 1997; SPUDEIT; DOLZAN,;
MICKE, 2012).

A limitacdo da técnica eletroforética em solugdo livre é a impossibilidade de separar
varias moléculas neutras com massas moleculares semelhantes em uma mesma analise. 1sso por
que, as moléculas neutras sdo empurradas pelo fluxo eletroosmético chegando ao detector no
mesmo tempo de migracdo. Esse tipo de separacdo € possivel usando a cromatografia
eletrocinética micelar. J& a separacdo de moléculas de carater idnico e alta massa molecular
como proteinas e acidos nucleicos pode ser feita por diferencas de tamanho relativo usando
eletroforese capilar em gel (TAVARES, 1997). Esta é uma caracteristica que difere a
eletroforese das outras técnicas, pois 0 DNA humano envolve cerca de 3 bilhdes de nucleotideos
e somente a eletroforese tem resolucdo suficiente para este tipo de separacdo associada a alta
velocidade de anélises, 0 que permite o sequenciamento de milhares de nucleotideos em um
Unico dia (QUEIROZ; JARDIM, 2001).

Na cromatografia eletrocinética os capilares sdo recheados com octadecilsilano (Czs)
assim como as colunas de CLAE e a separacdo é feita através do fluxo eletrosmético ao longo
do capilar. A técnica de isotacoforese capilar pode ser empregada tanto para moléculas
catidnicas quanto para moléculas anidnicas, desde que separadamente. Nesta técnica a molécula
é inserida entre dois eletrolitos heterogéneos cuja mobilidade i6nica € criteriosamente
selecionada, para os solutos basicos, 0 modo catiénico € o mais indicado, enquanto que 0 modo
anionico é recomendado para solutos acidos (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012). A
eletroforese capilar por focalizacdo isoelétrica limita-se a separacdo de substancias anfotéricas
em um gradiente de pH. Para gerar um gradiente de pH no interior do capilar € utilizada uma
mistura de substancias anfotéricas, contendo grupos acidos e alcalinos (TAVARES, 1997).

As equacdes que descrevem os mecanismos de acdo, difusdo, resolucdo, eficiéncia,
tempo de migracdo em eletroforese capilar séo amplamente conhecidas e estdo disponiveis na
literatura (TAVARES, 1997; SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012). A técnica de eletroforese
capilar tem sido sugerida para analise de rotina do controle de qualidade de farmacos na sua
forma farmacéutica (AGUIAR; GAITANI; BORGES, 2011; FUHR et al, 2013;
MICHALSKA; PAJCHEL,; TYSK, 2011; KOGAWA et al., 2014), com isso, um método por

eletroforese capilar para avaliacdo de ERTM po liofilizado para solugéo injetavel € proposto.


http://lattes.cnpq.br/1361874284405418
http://lattes.cnpq.br/7627341680778347
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5.10.1. Material

O método foi realizado em sistema de eletroforese capilar P/ACE®MDQ (Beckman
Coulter®) com detector UV, capilar revestido de silica fundida com didmetro interno de 75 pm
e comprimento efetivo de 30 cm. O eletrdlito utilizado foi tampé&o fosfato de sédio 10 mM a
pH 7 foi utilizado. A lavagem do capilar foi realizada com solu¢do de NaOH nas concentragdes
de1Me0,1 M, HCI 0,1 M, bem como agua purificada obtida através de equipamento Milli-Q®
Plus (Millipore®, EUA). Além disso, foram utilizados ERTM SQR e p6 liofilizado para solugio
injetavel, descritos nos itens 4.1. e 4.2., balanca analitica modelo SECURA 2250-1S
(Sartorius®, Goettingen, Alemanha). Os reagentes utilizados para a degradacio foram acido
cloridrico 0,01 M (Qhemis®), hidroxido de sédio 0,01 M (Cinética®) e perdxido de hidrogénio
0,03 % (Vetec®). Todas as solucdes foram filtradas em membrana de nylon com poro de
0,45 um e 47 mm de didmetro (Millipore®) e foram desgaseificadas em banho ultrassonico
modelo 2510E-MT (Branson®, Danbury, EUA)).

5.10.2. Método

O método de eletroforese capilar foi realizado usando solucéo tamponante de fosfato de
sodio 10 mM a pH 7 como eletrdlito; previamente a cada analise o capilar foi lavado com esse
eletrolito por 2 min. As andlises foram realizadas usando 15 kV de voltagem e tempo de injecdo
de 5 segundos. A temperatura do cartucho foi de 25 °C e o comprimento de onda do detector
foi ajustado em 214 nm. As andlises foram realizadas a temperatura ambiente (25 °C). A
solucdo diluente, o eletrolito, as solucdes usadas para promover a degradacdo, bem como, os
adjuvantes hidréxido de sddio e bicarbonato de sédio nas proporcdes equivalentes as da forma
farmacéutica em pd liofilizado para solucdo injetavel INVANZ®do Laboratério Farmacéutico
Merck Sharp & Dohme, foram avaliadas como “branco” ou seja, solugdo sem qualquer vestigio
de ERTM para avaliar possiveis picos interferentes durante a analise. O método foi validado
segundo o item 3.9 que esta de acordo com as diretrizes BRASIL (2003) e ICH (2005). Os
parametros avaliados foram: linearidade, limite de quantificacdo, limite de deteccdo,
seletividade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), robustez e exatiddo. Este
método foi conduzido no Laboratério do Grupo de Pesquisa de Andlise Farmacéutica na

Universidade KU Lovaina, na Bélgica.

5.10.2.1. Preparo da solu¢éo de ERTM SQR
Foi pesada a massa de 10 mg de ERTM SQR (descritos no item 4.1.) e transferida para
baldo volumétrico de 10 mL, o volume foi completado com a &gua purificada para a obtencéo
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de solugdio com concentragio de 1000 ug mL™. Aliquotas desta solugdo foram transferidas para
balGes volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com agua purificada para obtencéo
das concentragdes de trabalho correspondentes a 70, 80, 90, 100, 110 e 120 pg mL™.

5.10.2.2. Preparo da solu¢do de ERTM po liofilizado para solucéo injetavel

O contetdo de cinco frascos-ampola, cujo peso medio foi de 1,440 g de ERTM em pé
para solucdo injetavel (descritos no item 4.2.), foi acondicionado em recipiente para formacéo
de um pool de amostras. A partir deste pool, massa equivalente a 10 mg de ERTM foi pesada e
transferida para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua purificada,
para a obtengiio de solugdo com concentragdo de 1000 ug mL™. Desta solugéo, aliquotas foram
transferidas para balGes volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com agua purificada
para obtencdo das concentracdes de trabalho correspondentes a 70, 80, 90, 100, 110 e 120 ug

mLL.

5.10.2.3. Preparo do eletrolito

Para o preparo da solucdo tamponante fosfato de potassio 10 mMa pH 7, 136 mg de
fosfato de potassio dibasico e 40 mg de fosfato de potassio monobéasico foram dissolvidos em
agua purificada suficiente para 100 mL. Quando necessério, o pH foi ajustado para 7 usando
acido fosforico 6 M ou hidréxido de potéssio 10 M como o recomendado pela FARMACOPEIA
BRASILEIRA (2010).

5.10.3. Resultados e discussdo

Ensaios preliminares foram realizados para avaliar os pardmetros que associados
proporcionassem um método confiavel. A definicdo do comprimento do capilar é importante,
uma vez que a mobilidade e o tempo de migracdo sdo definidos pelo comprimento efetivo
(o comprimento do ponto de injecdo até ponto de deteccdo), enquanto que campo elétrico é
definido pelo comprimento total. Optou-se por trabalhar inicialmente com capilar de 40 cm de
comprimento total e 30 cm de comprimento efetivo, caso necessario, esse comprimento poderia
ser ajustado, no entanto esse comprimento foi adequado.

Diferentes solucdes tamponantes, em diferente pHs foram testados como eletrolito. De
forma geral, os sistemas tamponantes sdo eficientes em um intervalo de pH correspondente ao
pKa, mais ou menos em uma unidade. Com isso, algumas opg¢des de solugdes tamponantes
foram cogitadas a serem testadas como eletrélito. Essas condigdes estdo apresentadas na Tabela
17.
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Tabela 17 - Intervalo de pH em que as solucGes tamponantes sdo eficientes de acordo com seu

pKa
Eletrolito pKa Eficiéncia - Faixa de pH
Acetato 4,76 3,76 — 5,76
Borato 9,24 8,24 — 10,24
Citrato 4,10 3,10-5,10
Fosfato 2,12 1,12 - 3,12
7,21 6,21 — 8,21

Em capilares de silica fundida, o pH de trabalho pode variar de 2 e 11, no entanto, deve-
se ainda levar em consideracéo a estabilidade da molécula nessa faixa de pH e o seu pKa para
entdo, escolher o eletrélito adequado. 1sso por que, quando a separagdo envolve moléculas com
carater acido-base, a mobilidade eletroforética da molécula depende do pH do eletrolito. Neste
caso, o termo mobilidade efetiva, o qual incorpora o produto das mobilidades eletroforéticas
das espécies em equilibrio e a distribuicdo das concentracGes relativas de cada espécie no pH
deve ser considerada.

Assim sendo, o controle do pH é aconselhavel e a escolha de uma solugdo tamponante
adequada tem implicacdes diretas na otimizagédo da separagéo. Dessa forma, usou-se o software
online Chemicalize para avaliar a distribuicdo de microespécies versus pH e assim definir o

eletrdlito que esteja na melhor faixa de pH a ser usada (Figura 23).

Figura 23 - Esquema de apresentacdo da microspécies versus pH para ERTM segundo a

plataforma online Chemicalize.
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Na analise de microespécies em cada pH para ERTM verificou-se que a possibilidade
de trabalhar em pH em torno de 7 ou 11. Por isso, as solugfes tamponantes de fosfato e borato

foram escolhidas para os testes iniciais.
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O tampéo borato é um dos mais usados em eletroforese capilar; é preferido por possuir
ions grandes, de baixa mobilidade e pode ser usado em altas concentracGes, sem a desvantagem
de gerar calor excessivo. Entretanto, apresenta a inconveniéncia de absorver mais na regiao do
UV em comparacao ao tampédo fosfato. Além disso, ndo é aconselhado usar um eletrolito com
pH préximo ao pH de trabalho limite, para preservar o capilar e garantir a reprodutibilidade dos
resultados, uma vez que, pH altamente alcalinos promovem a dissolugdo da silica presente no
capilar. Com isso, o tampé&o borato pH 10 e o tampéo fosfato pH 7 foram os escolhidos para a
anélise de ERTM.

Como era esperado, o eletroferograma de ERTM usando o tamp&o borato pH 10
apresentou bandas distorcidas, com cauda frontal provavelmente por que a mobilidade do &nion
da molécula é diferente da mobilidade do anion do eletrélito. O tampéao fosfato apresentou um
pico simétrico e por isso foi escolhido para o desenvolvimento do método.

A alta concentracdo do eletrolito e a voltagem aplicada podem comprometer a separacao
pelo excesso de calor decorrente do efeito de Joule. O aquecimento de Joule consiste na
formacdo de um gradiente de temperatura que gera uma corrente dentro do capilar causando a
mistura das bandas ja separadas e resultando na dispersdo do pico. Este efeito pode ser
minimizado pela aplicacdo de voltagens adequadas e uso de solugbes tamponantes com
concentragdo mais baixa, aliado a um bom controle de temperatura. No entanto, solucdes
tamponantes com baixas concentra¢cdes podem aumentar a tendéncia de adsor¢do das moléculas
na parede do capilar, ocasionando alargamento e distor¢cdo dos picos no eletroferograma. Além
disso, em baixas concentracdes, o fluxo eletrosmético pode se tornar erratico, o que dificulta a
reprodutibilidade dos tempos de migracdo e consequentemente prejudica a identificacdo e
quantificacdo da substancia em analise. A alta resisténcia elétrica do capilar permite a aplicacao
de campos elétricos altos, pois gera um aquecimento minimo, além disso, o formato de capilar
propicia uma dissipacao eficiente do calor gerado. A vantagem de se usar voltagens elevadas é
um ganho de resolucdo e eficiéncia, assim como a diminui¢do do tempo de analise (TAVARES,
1997).

A concentracdo do eletrolito e a voltagem do equipamento foram ajustadas a fim se
obter uma corrente ndo superior a 50 HA, faixa em que o equipamento foi previamente validado
para uso, embora teoricamente tenha capacidade para trabalhar em até 300 pA. Com isso, a
concentracdo do tampdo fosfato foi definida em 10 mM com a voltagem de 15 kV. A
temperatura no cartucho contendo o capilar foi controlada a 25 °C.

O fluxo eletrosmotico (FEO) é altamente dependente do pH do eletrélito. A parede do

capilar de silica contém grupos silanois que séo altamente ionizados quando em contato com
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solucBes de pH altos, gerando uma superficie carregada negativamente. A fim de manter a eletro
neutralidade, uma camada de cations se aproxima e entdo, uma dupla camada é formada na
parede do capilar. Isto gera uma diferenca de potencial muito proxima a parede que é conhecido
como potencial zeta. Quando uma diferenca de potencial € aplicada, 0 movimento de ions
resulta no movimento das espécies em direcdo ao detector. Abaixo de pH 4, a ionizagdo dos
grupos silanois é pequena e o FEO ndo € significante, enquanto que acima de pH 9 os silanois
ficam completamente ionizados e portanto o FEO é alto. O potencial zeta é também dependente
da forca idnica da solucdo tampéo, um aumento da forca i6nica resulta na compressdo da dupla
camada e consequentemente uma reducdo do FEO (QUEIROZ; JARDIM, 2001).

O FEO pode apresentar um pico no eletroferograma no tempo de migra¢do “morto”,
isso pode ser verificado utilizando um marcador neutro como dimetilsulfoxido, acetona ou por
uma “solugdo branco” como o proprio eletrolito. Os adjuvantes hidroxido de sédio e
bicarbonato de sédio, bem como as solugdes usadas para promover a degradacdo do farmaco e
0 eletrdlito sem qualquer vestigio de ERTM foram avaliados como “branco” para verificar o
tempo de migragdo “morto” ¢ avaliar quaisquer outros possiveis picos interferentes durante a
analise. Deste modo, verificou-se que o FEO apresenta uma pequena oscilacdo da linha de base
em 2 min, tempo em que as solucGes degradantes apresentam um pequeno pico no
eletroferograma, o pico mais significativo apresentado em vermelho no eletroferograma da
Figura 24 corresponde a solucdo peréxido em hidrogénio 0,3% usada para promover a

degradacéo forcada do farmaco em anélise.

Figura 24- Eletroferograma do eletrdlito, adjuvantes e solucdes degradantes sem quaisquer
vestigios de ERTM
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Desta forma, verificou-se que ndo ha nenhuma interferéncia das solugdes degradantes
e/ ou dos adjuvantes contidos na forma farmacéutica para a quantificacdo de ERTM pelo o
método proposto, ja que o tempo de migracdo de ERTM ¢é de 3,2 min. A anélise qualitativa
realizada pela comparacédo dos eletroferogramas de ERTM SQR versus ERTM pd liofilizado

para solugdo injetavel, apresentaram o mesmo tempo de migracao Figura 25.

Figura 25 — Eletroferogramas sobrepostos de ERTM SQR (azul) versus ERTM po liofilizado

para solucdo injetavel (preto)

5.10.3.1. Conformidade do sistema eletroferogréfico

A conformidade do sistema eletroferografico foi verificada pela replicata de dez
solugdes de ERTM SQR na concentragio de trabalho de 100 pg mL™. Os pardmetros tais como
fator de retencdo, nimero de pratos, tempo de retencdo e a area do pico foram avaliados de
acordo com item 3.9.1. anteriormente descrito.

Na Tabela 18 encontram-se os resultados obtidos para os parametros, fator de retencéao

e nimero de pratos, bem como area e tempo de retencdo apresentado para ERTM.
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Tabela 18 - Pardmetros avaliados na analise de conformidade do sistema, para determinagéo
de ERTM por eletroforese capilar

Tempo de Fator de

Retencdo -  Retencdo — Numero de Pratos -

Area tr I N
(min) (>2,0) (>2000)
1 200747 3,17 317 11120
> 206731 3.20 3.20 10947
3 206201 3,19 3.19 11045
4 205646 319 3.19 10895
5 203986 319 3.19 10824
6 205936 321 3.21 10624
7 207729 323 3.03 10537
8 200253 3.23 3.23 11046
o 205686 323 3.23 10782
10 204768 3.20 3.20 10868
Média 204768 3,20 3,20 10868
DPR 121 0.64 0.64 171

DPR= Desvio padrao relativo

Os dez eletroferogramas usados na avaliacdo da conformidade do sistema para ERTM

foram sobrepostos e estdo apresentados Figura 26.

Figura 26 - Eletroferogramas de ERTM SQR 100 ug mL sobrepostos, para determinagdo da

conformidade do sistema do método de eletroforese capilar.

Assim como a cromatografia a eletroforese capilar € uma técnica de separacdo que pode
ser usada para uma ampla gama de substancias. Embora ndo seja tdo usada como as técnicas
cromatograficas, a eletroforese capilar se destaca devido ao alto poder de separacdo com
pequenas gquantidades de amostra e reagentes, gerar pouco residuos, baixa toxicidade, alem

deter baixo custo por anélise e reduzido tempo de analise quando comparado a CLAE. Apesar
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disso, ainda hoje a eletroforese capilar ndo é amplamente aceita na indistria como um método
analitico de rotina, sendo mais aceita no meio académico que sugere a técnica como uma técnica

de separacdo complementar as técnicas convencionais.
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6. ANALISE QUANTITATIVA
6.1. Espectrofotometria na regido do infravermelho

A técnica de identificacdo de substancias por espectrofotometria no infravermelho
médio € considerada um ensaio de identificacdo por exceléncia, visto que é capaz de distinguir
substancias semelhantes, com pequenas diferencas estruturais (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010). A radiacdo infravermelha ¢é a porcao situada entre as regides do visivel
e das micro-ondas no espectro eletromagnético, e se divide em trés regiées proximo, médio e
distante. No entanto, a regido vibracional do infravermelho médio, entre 400 cm™ e 4000 cm™*!
é a mais utilizada para fins de identificacdo de substancias (SILVERSTEIN; WEBSTER,;
KIEMLE, 2007; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; PAVIA et al., 2010).

A espectrofotometria no infravermelho é fundamentada na absorcéo de luz gerada pela
energia dos niveis vibracionais das ligacGes quimicas da molécula. Ao incidir um feixe de
radiacéo infravermelha pela amostra, a quantidade de energia absorvida em cada comprimento
de onda é registrada e um espectro é construido, com "nimero de onda" em cm™ no eixo
horizontal e transmitancia em % no eixo vertical. Como as bandas apresentadas nesse espectro
estdo associadas a frequéncias vibracionais da molécula ao serem analisadas, informacdes
importantes podem ser concluidas (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA et
al., 2010).

Esta técnica, que ha muitos anos vem sendo usada para identificacdo de substancias,
atualmente também ¢é empregada com sucesso para a quantificacdo de substancias, e ja €
reconhecida mundialmente pelas suas inUmeras vantagens que a tornam em destaque nos dias
atuais. Isso por que se trata de uma técnica ecologicamente amigavel, ou seja, ndo utiliza
solventes organicos que s&o considerados grandes vildes para 0 meio ambiente, as amostras em
po sdo geralmente preparadas em moldes de pastilhas de KBr e, desta maneira, ndo geram
residuos. Com isso, alia-se os beneficios para 0 meio ambiente, com a economia para a industria
relacionada aos custos com solventes e reagentes, alem de se diminuir a quantidade de efluentes
gerados para serem tratados. Além disso, apresenta inimeras vantagens em relacdo a outros
métodos fisico-quimicos, tais como, ndo necessitar de extracdo da amostra, ser apropriada para
farmacos de baixa solubilidade, e possuir curto tempo de analise (MORENO; SALGADO,
2012a).

Sé&o poucos os trabalhos que usam a regido do infravermelho médio para a quantificagao
de substancias (MATKOVIC et al., 2004; FAROUK; MOUSSA; AZZAZY, 2011; SHERAZI;
ALI; MAHESAR, 2011; MORENO; SALGADO, 2012a; TOTOLI; SALGADO, 2012;
VIEIRA; SALGADO, 2012). Alguns trabalhos na literatura usam a regido do infravermelho
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proximo para essa finalidade (CHONG et al., 2009; DONG et al., 2011; FONTEYNE et al.,
2014; PORFIRE et al., 2015).

Né&o foi encontrado na literatura, até 0 momento, artigos com método de analise para
quantificacdo de ERTM por espectrofotometria na regido do infravermelho. Com isso, este
trabalho vem propor um método analitico para quantificacdo de ERTM em p6 para solugéo
injetavel por espectrofotometria na regido do infravermelho com transformada de Fourier para
contribuir para que essa técnica possa ser utilizada em analises de rotina do controle de

qualidade deste farmaco.

6.1.1. Material

Os espectros foram obtidos em espectrofotdmetro Shimadzu® (Kyoto, Jap&o), com
transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21, brometo de potassio — KBr grau analitico
Synth® (S&o Paulo, Brasil) e estufa modelo 702.780 (Quimis®, SP, Brasil). O ERTM SQR e 0
ERTM em po liofilizado para solucéo injetavel utilizados foram descritos nos itens 4.1. e 4.2.

6.1.2. Método

O ERTM SQR foi previamente dessecado por 1 h a 105 °C, bem como, KBr pulverizado,
ambos foram pesados e misturados em um gral de &gata, onde foram triturados e posteriormente
acondicionados em um molde especial, no qual foram prensados a vacuo sob pressao de 80 kN,
formando discos transparentes. O mesmo procedimento foi realizado para ERTM em pé
liofilizado para solucdo injetavel. A leitura da pastilha de KBr contendo o farmaco foi realizada
em transmitancia no espectrofotdmetro Shimadzu, com transformada de Fourier, modelo IR
Prestige-21, na regifo espectral compreendida entre 400 a 4000 cm™, com intervalos de
2 cmt. Apds a anélise dos espectros obtidos, a banda referente & carbonila da molécula de
ERTM, na regido espectral compreendida entre 1720 a 1800 cm™:, foi selecionada com auxilio

do software IR Solution para a analise quantitativa.

6.1.2.1. Preparo das pastilhas de ERTM SQR

Foram tomadas massas de p6 de 1 mg de ERTM (100 mg da dilui¢do 1:100 em KBr) e
devidamente homogeneizadas com 100 mg de brometo de potéssio, perfazendo massa total da
pastilha de 200 mg. As determinacdes foram realizadas em triplicata e as leituras em

absorvancia.
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6.1.2.2. Preparo das pastilhas de ERTM em pd liofilizado para solugéo injetavel

Os contetdos de cinco frascos-ampola de ERTM em po6 para solucéo injetavel foram
misturados. Desta mistura, foram tomadas massas de po equivalentes a 1 mg de ERTM (100,0
mg da diluicdo 1:100 em KBr) e devidamente homogeneizadas com 100 mg de brometo de
potéssio, perfazendo massa total da pastilha de 200 mg. As determinagdes foram realizadas em

triplicata e as leituras em absorvéncia.

6.1.3. Resultados e discusséo

O espectro de absorcdo no infravermelho tipico de ERTM e seus adjuvantes foi
anteriormente apresentado e discutido no item 5.6. A andlise qualitativa demonstrou que 0s
espectros de ERTM SQR e ERTM po liofilizado para solucéo injetavel sdo condizentes e que
os adjuvantes presentes na amostra na forma farmacéutica po liofilizado para solucéo injetavel
ndo interfere na quantificacdo de ERTM desde que a banda referente a carbonila da molécula
na regido espectral compreendida entre 1720 a 1800 cm™, seja selecionada para a quantificac&o.

Esta banda teve sua altura quantificada em termos de absorvancia (Figura 27).

Figura 27- Espectro de absorcéo por infravermelho de ERTM SQR com a delimitacao da regido

espectral compreendida na andlise quantitativa
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6.1.3.1. Calculo do teor de ERTM em po liofilizado para solucéo injetavel

A concentracdo de ERTM na amostra e o seu teor percentual foi calculado a partir da
quantificacdo da altura da banda, em termos de absorvancia referente a carbonila da molécula
na regido espectral compreendida entre 1720 a 1800 cm™. Para isso, usou-se as Equagdes 6 e 7,
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anteriormente descritas no item 3.9.2. O doseamento de ERTM substancia quimica de
referéncia versus amostra na forma farmacéutica foi realizado em triplicata decorrente de trés

dias consecutivos. O teor médio encontrado foi de 100,83 % e o DPR 1,17 %.

6.1.3.2. Validac@o do método

O método foi validado pela determinacdo dos parametros de linearidade, limites de
deteccdo e de quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez, de acordo com o preconizado pela
literatura (ICH, 2005; USP 38, 2015; BRASIL, 2017) e apresentado no item 3.9.

6.1.3.2.1. Linearidade

Para verificar a linearidade do método, pastilhas de KBr na concentracdo de 0,6; 0,8;
1,0;1,2;1,4e 1,6 mgde ERTM SQR foram confeccionadas. Massas equivalentes a 60, 80, 100,
120, 140 e 160 mg de ERTM SQR previamente diluida em brometo de potassio a 1:100 p/p,
foram pesadas e diluidas em brometo de potéssio suficiente para a obtencao de pastilhas de 200
mg. Os pds referentes a cada concentracdo foram misturados e triturados até a obtencdo de uma
mistura homogénea. Posteriormente, foram acondicionados em um molde especial e pastilhas
em uma prensa mecanica a vacuo sob pressdo de 80 kN por 10 minutos, para formar discos
translucidos transparentes. Por fim, foram submetidos & leitura no espectrofotdmetro Shimadzu.

As seis concentragdes de ERTM SQR foram avaliadas em trés dias diferentes e uma
curva analitica foi construida. A linearidade foi avaliada por meio do calculo da regressao linear
através dos minimos quadrados e a avaliacdo estatistica foi feita pela ANOVA.

A curva de analitica para ERTM SRQ foi construida atraves da disposicao do valor
médio das absorvancias em relagdo as suas respectivas concentracdes, como representado na

Figura 28, a homocedasticidade dos dados foi avaliada pela analise dos residuos (Figura 29).
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Figura 28 - Curva analitica de ERTM pelo método espectrofotométrico na regido do

infravermelho.
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Figura 29- Analise de residuos
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Os valores das absorvancias obtidas para a curva analitica de ERTM SQR estdo

demonstrados na Tabela 19.
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Tabela 19 - Valores das absorvancias referentes a ERTM SRQ para a construgdo da curva
analitica através do método de espectrofotometria na regido do infravermelho

Concentracao (mg/200
mg)

0,6

Absorvancia? Absorvancia média DPR® (%0)

0,320
0,338 0,327 2,93
0,324

0,428
0,443 0,435 1,77
0,435

0,8

0,553
0,545 0,541 2,60
0,526

1,0

0,642
0,620 0,630 1,74
0,627

1,2

0,747
0,730 0,739 1,10
0,740

1,4

0,849
1,6 0,832 0,847 1,69
0,860
\Valor médio de trés determinacdes; "DPR: desvio padréo relativo

A ANOVA referente a curva analitica de ERTM SQR esté apresentada na Tabela 20.

Tabela 20- Anélise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtengéo da curva

analiticade ERTM SQR, utilizando o método de espectrofotometria na regido do infravermelho

Fontes de Graus de Soma de Variancia F F

variacio liberdade guadrados calculado tabelado
Entre 0,555 0111 902,981*  3.106

COI’ICGI’I'[I’&QOGS

Regressdo 1 0,555 0,555 4508 424* 4,747
linear

Desvio da 4 0,001 0,000 1,620 3,259

linearidade

Residuo 12 0,001 0,000

Total 17 0,557

*Significativo para p< 0,05
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6.1.3.2.2. Limites de deteccéo e de quantificagéo

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram calculados conforme
descrito na literatura (ICH, 2005) e apresentado nas Equacfes 8 e 9 do item 3.9.3. O valor
calculado para o limite de detec¢édo foi de 0,16 mg/200 mg e o limite de quantificacdo foi de
0,49 mg/200 mg.

6.1.3.2.3. Preciséo

A precisdo do método foi avaliada pela repetibilidade (intradia) e a precisao
intermediaria (interdias e entre analistas) estdo descritas no item 3.9.6. A repetibilidade foi
verificada pela andlise de sete pastilhas de ERTM SQR na concentracdo de
1 mg/pastilha no mesmo dia e em condi¢6es de trabalho idénticas. A precisdo intermediaria,
por sua vez, foi avaliada pelos doseamentos de ERTM substancia quimica de referéncia versus
amostra na forma farmacéutica em triplicata decorrente de trés dias consecutivos e também por
um segundo analista, sob as mesmas condic¢des experimentais. Os resultados foram avaliados
com base nos valores de DPR%. A precisao por repetibilidade forneceu um valor de DPR% de

1,74 % a precisao intermediaria € apresentada na Tabela 21.

Tabela 21- Precisdo intermedidria do metodo analitico para analise de ERTM por

espectrofotometria na regido do infravermelho

Precisao interdias Precisdo entre-analistas
. Teor? o DPRP . Teor2 Teor médio DPRP
Dia (%) Teor médio (%) (%) Analista (%) (%) (%)
1 99,51 1 100,59
100,83 1,17 101,54 1,32
2 101,20 2 102,49
3 101,78

aMédia de trés determinag@es; "DPR= Desvio padréo relativo

6.1.3.2.4. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pelo ensaio de adicdo, como descritas no item 3.9.7.,
no qual quantidade conhecida de ERTM SQR foi adicionada a quantidade conhecida de
amostra. A recuperacdo foi realizada em trés niveis, R1, R2 e R3, e as solugdes foram

preparadas segundo a Tabela 22, em triplicata.
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Tabela 22- Preparo das pastilhas para o teste de recuperacdo do método por

espectrofotométrico na regido do infravermelho

ERTM Quantidade Concentracao
amostra ER'(I'mMg)SaQR de KBrP tedrica final %
(mg)? (mg) (mg/pastilha)

Amostra 60 - 140 060 -
R1 60 20 120 0,80 80 %
R2 60 40 100 1,00 100 %
R3 60 60 80 1,20 120 %

SQR - 60 140 060 @ -

2Diluigdo 1:100, p/p em KBr;*?Quantidade suficiente para o preparo de pastilhas com massa total de 200 mg

A porcentagem de recuperacdo (R%) foi calculada pela Equacdo 10, apresentada no

item 3.9.7. e os resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 23.

Tabela 23- Determinacdo da exatiddo do método analitico para analise de ERTM por

espectrofotometria na regido do infravermelho

ERTM SQR ERTM SQR  Recuperacdo® Recuperacado

adicionado (mg) encontrado? (mg) (%) média (%) DPR® (%)
R1 20 19 95,64
R2 40 39 97,77 97,60 1,92
R3 60 60 99,38

?média de trés determinacGes; °DPR = desvio padrdo relativo. Pastilhas de 200 mg preparadas por
diluigdo 1/100.

6.1.3.2.5. Robustez

A robustez do método foi avaliada por pequenas variacdes dos parametros de trabalho,
com a finalidade de se verificar a confiabilidade da andlise, diante de pequenas variacdes das
suas condigdes de trabalho. Os seguintes parametros foram alterados: forca de compressédo
75, 80 e 85 kN, marca do brometo de potassio Synth e Vetec e tempo de compressao das
pastilhas 9, 10 e 11 minutos. As respostas obtidas foram avaliadas individualmente quanto ao
DPR% entre os doseamentos de SQR versus amostra, como descrito no item 3.9.8. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 24.
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Tabela 24 - Parametros da avaliagdo da robustez do método analitico para analise de ERTM
por espectrofotometria na regido do infravermelho

” Faixa o Teor médio a fa
Variavel investigada ERTM (%) (%) DPR? (%)
Forca 75 kN 100,70
compresséo das 80 kN 101,20 100,71 0,48
pastilhas 85 kN 100,24
Synth® 101,78
Marca do KBr Vetec® 10079 101,29 0,69
Tempo de 9 min 100,59
compressdo das 10 min 101,78 101,65 0,98
pastilhas 11 min 102,57

2DPR = desvio padrdo relativo

A espectrofotometria no infravermelho baseia-se na observacdo das vibraces de
moléculas que séo excitadas por um feixe de radiacdo na zona do infravermelho. Através do
exame da luz transmitida, é possivel verificar a quantidade de energia que foi absorvida em
cada comprimento de onda na forma de espectros caracteristicos para cada substancia. Com
uma andlise detalhada das bandas de absorcdo e da comparacdo com espectros da substancia
quimica de referéncia, se obtém dados seguros de identificacdo e podem ser quantificados
(PAVIA et al., 2010).

A espectrofotometria na regido do infravermelho é uma técnica de analise rapida e tem
sido adotada como uma ferramenta analitica em varios campos da ciéncia, sendo cada vez mais
aceita pelas suas inimeras vantagens em relagdo aos outros métodos, por ser uma técnica
“verde” diminuindo os impactos ambientais ja que ndo utiliza solventes organicos, sendo uma
excelente alternativa para industrias conseguirem reduzir ou eliminar a geracdo de residuos
guimicos em seus processos de rotina. Além disso, trata-se de uma técnica que requer minimo
ou nenhum pré tratamento da amostra, fornece precisdo comparavel a outros métodos e ainda
auxilia na deteccdo de falsificacdo e de impurezas (FAROUK; MOUSSA; AZZAZY, 2011,
CORREA; SALGADO, 2014).

A curva analitica para ERTM SRQ foi construida pela disposi¢do do valor médio das
absorvancias em relacao as suas respectivas concentracdes, mostrando linearidade adequada na
faixa entre 0,6 a 1,6 mg/pastilha. O coeficiente de determinacdo (R?) foi de 0,9993 e o
coeficiente de correlacdo (r) de 0,9996, indicando a linearidade do método. Além disso, a

analise estatistica dos resultados (Tabela 20) demonstrou que nédo existe desvio de linearidade
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significativo, a um nivel de significancia de 5%, ja que, para este pardmetro, o F calculado de
1,62 foi inferior ao F tabelado 3,26.

A precisdo por repetibilidade apresentou DPR de 1,74% e na precisdo intermediaria
interdias foi de 1,17% e a entre analistas foi 1,32%, as quais se encontram abaixo dos 5%
recomendados pela RDC n° 166, de 2017 (BRASIL, 2017). A exatiddo foi realizada por
recuperacdo; o teor médio recuperado foi de 97,60% com DPR de 1,92%. A robustez foi
avaliada por meio de pequenas modificacGes dos parametros estabelecidos no método, como
forca de compresséo, marca do brometo de potassio e tempo de compressdo das pastilhas. Os
resultados de teores, bem como DPR%, demonstrados na Tabela 24 s&o considerados
adequados, comprovando que pequenas modificacGes destes parametros ndo influenciam de
modo significativo na analise do farmaco.

Por fim, os limites de deteccdo e de quantificacdo, calculados para determinar a
sensibilidade do método, foram 0,16 mg/200 mg e 0,49 mg/200 mg, respectivamente. Os
valores obtidos indicam a confiabilidade do método para detectar e quantificar a ERTM em p6
para solucdo injetavel. O teor médio de ERTM determinado no medicamento foi de 100,83%,
o0 qual é considerado adequado pela sua proximidade ao valor de referéncia (100%), no entanto
ainda ndo ha monografia delimitando as especificacdes para esta substancia.

O método proposto cumpre todos 0s requisitos preconizados pela literatura para
validacdo de métodos analiticos (ICH, 2005; BRASIL, 2017). Desta forma, o método de
espectrofotometria na regido do infravermelho é capaz de quantificar ERTM em po liofilizado
para solucdo injetavel, podendo ser usado como analise de rotina do controle de qualidade deste
farmaco com as vantagens de ser um método préatico, rapido e seletivo, além de necessitar de
pequenas quantidades de amostra, ndo gerar residuos de solventes organicos a serem tratados,

aliados aos beneficios ambientais por se tratar de uma técnica ecologicamente correta.

6.2. ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

A andlise quantitativa na regido ultravioleta tem como principio a relacdo direta
existente entre a quantidade de luz absorvida e a concentracdo da substancia. E calculada
matematicamente pela Lei de Lambert-Beer, em que a absorc¢ao de radiacdo em determinado
comprimento de onda € mensurada quando atravessa uma amostra, pois ha uma relacao
exponencial entre a transmissdo de luz, a espessura da camada do meio absorvente e a
concentracdo da solugdo. A absorvancia dada pelos espectros eletromagnéticos é obtida através
da equacédo de Lambert-Beer (Equagéo 12) (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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A =log(lo/I) =¢€.b.c Equagéo 12

Em que:

A - absorvancia

lo - intensidade da radiagdo monocromatica que incide na amostra

| - intensidade da radiag&o que emerge da amostra

¢ - absortividade molar, uma grandeza caracteristica da espécie absorvente, cuja
magnitude depende do comprimento de onda da radiacdo incidente

C - concentracdo da espécie absorvente (mol/L)

b - distancia percorrida pelo feixe através da amostra (cm).

A espectrofotometria na regido do ultravioleta ocorre pela absorcdo de energia que ao
ser quantizada, conduz a passagem dos elétrons de orbitais do estado fundamental para orbitais
de maior energia em um estado excitado e, portanto, dependem da estrutura eletronica da
molécula, solvente, temperatura e comprimento de onda da radiacdo (SILVERSTEIN;
WEBSTER; KIEMLE, 2007).

6.2.1. Material
As determinagdes foram realizadas em espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu, modelo

UV-1800, cubetas de quartzo de 1 cm de caminho oOptico, o solvente foi a 4gua purificada

(Milli-Q®).

6.2.2. Método

Aliquotas da solucdo mde de ERTM SQR contendo 200 pg mL™, descritas no item
6.2.2.1., foram transferidas para bal6es volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com
agua purificada. O mesmo procedimento foi realizado para ERTM po liofilizado para solugéo
injetavel, descritas no item 6.2.2.2. As leituras foram efetuadas no comprimento de onda
maximo de 297 nm. A SQR e a amostra utilizadas foram descritas nos itens 4.1. e 4.2. Para
zerar 0 equipamento utilizou como branco a agua purificada. O método foi validado de acordo

com o preconizado pela literatura e apresentado no item 3.9.

6.2.2.1. Preparo da solucdo de ERTM SQR
Massas de 20 mg de ERTM SQR previamente dessecadas por 1 h a 105 °C foram
transferidas para baldo volumétrico de 100 mL. Completou-se o volume com &gua purificada,

obtendo-se a solugdo mée na concentragio de 200 pug mL™.
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6.2.2.2. Preparo da solucdo de ERTM em po liofilizado para solugéo injetavel

Massa equivalente a 20 mg de ERTM poé liofilizado para solucdo injetavel foi
devidamente pesada a partir de um pool de amostras de cinco frascos-ampola, previamente
dessecado por 1 h a 105 °C. O conteudo foi transferido para baldo volumétrico de 100 mL e 0

volume foi completado com agua purificada, para a obtencéo da solugdo mée de 200 pg mL™.

6.2.3. Resultados e discusséo
As caracteristicas do espectro de absorcdo da solucdo de ERTM, utilizando agua

purificada como solvente, foi anteriormente apresentado na Figura 11 e discutida no item 5.7.3.

6.2.3.1. Calculo do teor de ERTM em po liofilizado para solucéo injetavel

As leituras das solucdes de amostra foram realizadas em espectrofotbmetro no
comprimento de onda de 297 nm. O doseamento de ERTM foi realizado em triplicata nas
concentragdes de 21 pug mL 1, em termos de absorvancia. O seu teor foi calculado
matematicamente segundo as Equaces 6 e 7 descritas no item 3.9.2. O teor médio encontrado
foi de 100,29 % e o DPR de 0,46 %.

6.2.3.2. Validacdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos parametros de linearidade, limites de
deteccdo e de quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez, de acordo com o preconizado pela
literatura (ICH, 2005; USP 38, 2015; BRASIL, 2017) e apresentado no item 3.9.

6.2.3.2.1. Curva de Ringbom

A curva de Ringbom foi obtida com o objetivo de estabelecer a faixa de concentracao
na qual o método espectrofotométrico na regido UV apresenta linearidade. Aliquotas a partir da
solugcdo-mée, foram transferidas para bal6es volumétricos de 10 mL cujos volumes foram
completados com agua purificada, obtendo concentracdes crescentes de 3 a 80 ug mL? de
ERTM, como apresentado na Tabela 25. As leituras foram feitas em comprimento de onda de
297 nm.
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Tabela 25- Obtengéo da curva de Ringbom de ERTM por espectrofotometria no UV

Pontos Volume da Solucdo de ERTM Concentracéo tedrica
(200 ug ML) (u) (ug mLYe
1 150 3
2 300 6
3 450 9
4 600 12
S 750 15
6 900 18
7 1050 21
8 1200 24
9 1350 27
10 1500 30
11 1650 33
12 1950 39
13 2250 45
14 2550 51
15 2850 57
16 3150 63
17 3500 70
18 4000 80

2Baldo volumétrico de 10 mL

Para a determinacdo da faixa linear do método espectrofotométrico na regido do
ultravioleta as medidas de absorvancia das amostras foram convertidas em transmitancia. Estes
dados versus o log da concentracdo ERTM sdo apresentados graficamente na Figura 30 e Tabela
26.

Figura 30 - Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do UV para
ERTM SQR no comprimento de onda de 297 nm.

Curva de Ringbom

100 - %T
120 4
100 - povs
.0
g
80 ’0
*
*
60 - *

40

20 A

1 10 100

Log da concentragdo ug mL-




143
Andlise Quantitativa

Tabela 26 - Construgéo da curva de Ringbom por espectrofotometria na regido do UV para
ERTM SQR

Concentracéao Meédia %T
pug mL? Absorvancias® 10 abs. (100/10 abs.) 100 - % TP
3 0,047 1,114 89,743 10,257
6 0,119 1,315 76,033 23,967
9 0,195 1,567 63,826 36,174
12 0,268 1,854 53,951 46,049
15 0,349 2,234 44,771 55,229
18 0,421 2,636 37,931 62,069
21 0,500 3,162 31,623 68,377
24 0,570 3,715 26,915 73,085
27 0,654 4,508 22,182 77,818
30 0,724 5,297 18,880 81,120
33 0,806 6,397 15,631 84,369
39 0,956 9,036 11,066 88,934
45 1,107 12,794 7,816 92,184
51 1,266 18,450 5,420 94,580
57 1,424 26,546 3,767 96,233
63 1,575 37,584 2,661 97,339
70 1,737 54,576 1,832 98,168
80 1,992 98,175 1,019 98,981

%em triplicada; "Baldo volumétrico de 10 mL

6.2.3.2.2. Linearidade

Para a obtencdo da curva analitica de ERTM, transferiram-se aliquotas de 0,60; 0,75;
0,90; 1,05 e 1,2 e 1,35 mL, da solucdo descrita no item 6.2.2.1., para baldes volumétricos de
10 mL e completou-se o0 volume com agua purificada, obtendo-se solugdes com concentracdes
finais de 12, 15, 18, 21, 24 e 27 pg mL™%, respectivamente. Cada concentragéo foi preparada em
triplicata. As leituras espectrofotométricas foram determinadas no comprimento de onda de
297 nm, utilizando agua purificada como branco. A linearidade do método foi obtida pela
analise de trés curvas analiticas em trés dias diferentes.

Os resultados obtidos foram analisados para obtencéo da equacdo da reta pelo método
dos minimos quadrados e a verificacdo da linearidade foi constatada por ferramenta estatistica
de anélise de variancia (ANOVA). As concentragdes usadas para a construcao da curva analitica
estdo representadas graficamente na Figura 31 e apresentadas na Tabela 27. A

homocedasticidade dos dados foi avaliada pela anélise dos residuos (Figura 32).
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Figura 31 - Curva analitica de ERTM SQR, obtida pelo método espectrofotométrico na regido
do UV
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Figura 32 - Andlise de residuos para ERTM pelo método espectrofotométrico na regido do UV
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Tabela 27 - Valores de absorvancia determinados para a curva analitica de ERTM SQR pelo
método espectrofotométrico na regido do UV a 297 nm

Concentracao Absorvancia?
(ug mL™) n=3
0,263
12 0,262 0,262 + 0,000 0,127
0,262

Absorvancia média+ DP®  DPR® (%)

0,327
15 0,328 0,327 + 0,001 0,156
0,327

0,394
18 0,392 0,393 + 0,001 0,170
0,393

0,453
21 0,458 0,457 + 0,003 0,690
0,459

0,525
24 0,525 0,527 + 0,002 0,438
0,529

0,592
27 0,586 0,591 + 0,004 0,737
0,594
\V/alor médio de trés determinagées/ "DP= Desvio padrdo/ “DPR= Desvio padréo relativo

A curva analitica de ERTM SQR foi calculada por analise de variancia (ANOVA) e 0s
resultados obtidos sdo apresentados na Tabela 28.

Tabela 28- Analise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo da curva

analitica de ERTM SQR, utilizando o método espectrofotométrico na regido do UV

Fontes de variacdo Grausde  Soma de Variancia F F
liberdade Quadrados calculado tabelado
Entre concentragdes 5 0,227 0,045 7798,749* 3,106
Regressao linear 1 0,227 0,227 38988,602* 4,747
Desvio de linearidade 4 0,000 0,000 1,286 3,259
Residuo 12 0,000 0,000
Total 17 0,227

*Significativo para p < 0,05

6.2.3.2.3. Limite de deteccdo e Limite de quantificagédo
A sensibilidade do método espectrofotomeétrico foi determinada pelos limites de

deteccdo e de quantificacdo que foram calculados de acordo com o preconizado na literatura
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(ICH, 2005). O calculo foi realizado segundo as Equacgdes 8 e 9, descritas no item 3.9.4. Os
valores obtidos para LD e LQ foram 0,25 pg mL™ e 0,77 pg mL™?, respectivamente.

6.2.3.2.4. Preciséo

A precisdo do método foi realizada por ensaios de repetibilidade e precisdo
intermediéria anteriormente discutidas no item 3.9.6. A precisdo do método foi determinada
pela da repetibilidade (intradia), expressando-se o resultado com base no DPR. Sete solucdes
de ERTM SQR preparadas na concentragio de 21 pg mL™ foram submetidas a analises
sucessivas e 0s dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condi¢des experimentais,
laboratério e analista, forneceram DPR de 0,82 %.

A precisdo intermediaria foi avaliada por doseamento de solu¢des de ERTM SQR versus
amostra em po liofilizado para solugéo injetavel, na concentragdo de 21 pg mL™*, executadas
por diferentes analistas e por doseamento em trés dias consecutivos, sob as mesmas condigdes

experimentais e os resultados foram avaliados pelo DPR% dos teores obtidos (Tabela 29).

Tabela 29- Precisdo intermediaria do método analitico para analise de ERTM por

espectrofotométrico na regido do UV

Precisdo interdias Precisao entre-analistas
. Teor? o DPRP : Teor®  Teor médio DPR®
Dia (%) Teor médio (%) (%) Analista (%) (%) (%)
1 100,22 1 100,89
100,29 0,46 100,51 0,53
2 100,78 2 100,13
3 99,87

aMédia de trés determinag@es; "DPR= Desvio padréo relativo

6.2.3.2.5. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo método de adi¢do, no qual quantidade
conhecida de SQR é adicionada a amostra. A recuperagdo foi realizada em trés diferentes
concentragfes, R1, R2 e R3, equivalentes a 80, 100 e 120 % da concentracdo média. A
percentagem de ERTM recuperado foi calculada matematicamente por recuperagéo (Equacao
10, item 3.9.7.). Para o preparo das solucdes do teste de recuperacdes, volumes de 240 pL (R1),
450 pL (R2) e 660 pL (R3) da solugdo SQR (200 pg mL?*) foram transferidos para balGes
volumetricos de 10 mL, aos quais foram adicionados 600 pL da solugdo de ERTM po liofilizado
para solucdo injetavel preparada na mesma concentragdo e completadas com agua purificada

para juntas perfazerem a concentracdo desejada. Desta forma, as seguintes concentracdes foram
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obtidas: R1: 16,80 pg mL?, representando amostra de 80% de percentual médio,
R2: 21,00 ug mL?, representando amostra de 100% de percentual médio e R3: 25,2 ug mL?,
representando amostra de 120% de percentual médio. A gquantidade de SQR adicionada para

avaliar a exatidao pelo teste de recuperacéo é apresentado na Tabela 30.

Tabela 30 - Quantidade de ERTM adicionada no teste de adicdo do método de
espectrofotometria na regido do UV

ERTM amostra ERTM SQR Concentracéao %
(H9) (H9) tedrica (Ug)
Amostra 1200 0 - 20 -
R1 12,00 4,80 16,8 80
R2 12,00 9,00 21,0 100
R3 12,00 13,20 25,2 120
SQOR - 12,00 20 0 -

Os valores de recuperacao obtidos para cada nivel de concentracédo testado pelo método

espectrofotométrico sdo apresentados na Tabela 31.

Tabela 31 - Determinacao da exatiddo do método analitico por espectrofotometria na regido do
UV de ERTM

ERTM
I,Eb\%-il;'i\gnsanE concentracao Recuperacdo  Recuperagdo média DPR?
(g ML) encontra}go (%) (%) (%)
(ug mL™)
R1 4,80 4,87 101,39
R2 9,00 9,23 102,57 102,61 1,21
R3 13,20 13,71 103,87

®DPR= Desvio padrdo relativo

6.2.3.2.6. Robustez

A robustez do meétodo foi determinada pela comparacédo dos teores obtidos variando-se
0 comprimento de onda (296, 297 e 298 nm), o equipamento usado (UV-Vis — mini-1240
Shimadzu e UV-Vis — 1800 Shimadzu) e a fonte de obtencdo de agua purificada de diferentes
laboratorios (227, 228 e 246); os resultados foram avaliados pelos DPR dos teores obtidos para
cada parametro alterado. Os doseamentos obtiveram teores semelhantes para os parametros
alterados, com DRP inferior a 2 %, comprovando a robustez do método proposto, frente ao

parametro avaliado, conforme apresentado na Tabela 32.
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Tabela 32 - Avaliacdo da robustez do método analitico para andlise de ERTM por

espectrofotometria na regido do UV

Variavel Teor? (%) Teor médio (%0) DPR" (%0)
296 nm 100,93
297 nm 100,34 100,81 0,42
298 nm 101,16
Equipamento 1 100,24
Equipamento 2 100,21 100,23 0,02
Fonte de 4gua 1 100,91
Fonte de &4gua 2 100,19 100,55 0,51

aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padréo relativo

O método espectrofotométrico foi desenvolvido e validado utilizando agua purificada
como solvente, baseando-se na intensidade de absorcdo dos cromdéforos presentes no farmaco
com este solvente. Apresenta como vantagens ser um método rapido, pratico e reprodutivel, de
simplicidade no preparo das amostras, baixo custo e facil descarte, ndo agredindo o meio
ambiente e sendo seguro ao operador.

Através da analise da curva de Ringbom, a melhor faixa de concentracéo foi selecionada
para 0 método. Os resultados obtidos na avaliacao da linearidade demonstraram que as solucées
de ERTP SQR apresentaram correlacdo linear entre as absorvancias e concentragdes, no
intervalo utilizado. Foram plotados graficos da concentracdo versus absorvancia, 0s quais
demonstraram haver linearidade adequada na faixa de 12 a 27 ug mL*. A equacéo da reta para
0 método foi y = 0,0219x - 0,0017, com coeficiente de determinacéo de 0,9999.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados baseados nas curvas
analiticas produzidas em diferentes dias. Os valores encontrados para limites de deteccdo e
quantificagdo foram 0,25 ugmL™ e 0,77 ug mL™%, respectivamente, o que demonstra que a faixa
utilizada se encontra acima dos limites e, portanto, com valores adequados de concentragao.

A precisdo do método foi demonstrada através da repetibilidade (preciséo intradia) e
precisdo intermediaria (interdias e entre analistas). O valor experimental obtido na anélise
intradia apresentou DPR de 0,82% para analise de sete replicatas de ERTM SQR realizada no
mesmo dia e sob as mesmas condi¢fes. Na precisdo interdia, as analises foram realizadas em
dias diferentes obtendo-se teor médio de 100,29% e DPR de 0,46%. A precisdo entre analistas
apresentou teor médio de 100,51% e DPR de 0,53%. A exatidao foi avaliada pelo método da
adicéo e calculada matematicamente por recuperacgdo. Os resultados obtidos s&o considerados

adequados uma vez que se encontram proximos a 100%.
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A robustez do método foi avaliada pela alteragdo do comprimento de onda de anélise,
do equipamento de anélise e da fonte de obtencdo de agua purificada. Os resultados obtidos ndo
demonstraram diferenca significativa na quantificacdo da amostra, demonstrando que o método
é robusto para estes tipos de varia¢fes. O método espectrofotométrico proposto cumpriu todos
0s requisitos exigidos pelos o6rgdos oficiais (ICH, 2005; FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010; USP 38, 2015), apresentando linearidade, preciséo, exatiddo e robustez. Além disso,
também ¢é considerado um método “verde”, dado que ndo utiliza solventes organicos. Esta
técnica € amplamente utilizada em analise quantitativa, devido a sua simplicidade, facilidade
de execucdo, reprodutibilidade, aliadas ao custo reduzido, ao menor tempo de analise podendo
ser empregado para doseamento de ERTM em po liofilizado para solucéo injetavel no controle

de qualidade de rotina.

6.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA - CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia é uma técnica analitica bem estabelecida e
sem ddvida a mais utilizada. Isso por que, € uma técnica versatil que ser empregada em
diferentes modos de elui¢do (normal, reverso e por interacdo hidrofilica) para promover a

separacdo de diferentes substancias.

6.3.1. CROMATOGRAFIA COM INTERAC}AO HIDROFILICA - CIH

A cromatografia com interacdo hidrofilica (CIH) baseia-se em uma fase estacionaria
polar, associada a uma fase mével organica (acetonitrila, metanol e/ou etanol) com pequenas
proporcdes de &gua. Estudos na literatura apontam que a cromatografia com interacdo
hidrofilica é a técnica cromatografica mais adequada para substancias ionizadas e de alta
polaridade (ALPERT, 1990; MCCALLEY, 2007; LANCAS, 2010; HECKENDORF et al.,
2013), sendo 0 ERTM uma molécula com estas caracteristicas.

Diferentes parametros cromatograficos foram testados com objetivo de encontrar
condicgdes favoraveis, como anteriormente apresentadas e discutidas no item 5.8.1.4. para 0
desenvolvimento do método. O método foi validado e € adequado para a quantificacdo de

ERTM na forma farmacéutica p6 para solugéo injetavel por CIH.

6.3.1.1. Material
O método por cromatografia com interacdo hidrofilica foi realizado em cromatégrafo a
liquido de ultra eficiéncia Shimadzu (CLUE) equipado com duas bombas modelo LC-20AD,

injetor automatico SIL-20-AHT, forno para coluna CTO-20A, detector com comprimento de
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onda variavel UV/Vis modelo SPD-20A, controlador CBM-20A, integrador automaético
computadorizado com software LC Solution®. A anélise do farmaco em estudo foi realizada
isocraticamente em coluna CIH Kinetex 2,6 pm (4,6 x 100 mm) Phenomenex® (Torrance,
EUA). O ERTM SQR e 0 ERTM po liofilizado para solucgéo injetavel, usados foram descritos
nos itens 4.1. e 4.2. Todas as solugdes e fases mdveis utilizadas durante este trabalho foram
preparadas a partir de agua purificada obtida através de equipamento Milli-Q® Plus
(Millipore®EUA). Todos os solventes organicos utilizados na preparacio das fases moveis
possuiam grau CLAE, diferentes marcas de solventes organicos foram usadas, tais como
acetonitrila (J.T. Baker®, Tedia® e LiChrosolv®), etanol (Panreac®) e metanol (Vetec®). Os
reagentes utilizados para a degradacéo foram acido cloridrico 0,01 M (Qhemis®), hidroxido de
sddio 0,01 M (Cinetica®) e perdxido de hidrogénio 0,03% (Vetec®). As solugdes foram filtradas
em membrana de nylon com poro de 0,45 pm e 47 mm de didmetro (Millipore®) e foram

desgaseificada sem banho ultrassonico modelo USC2800A (Unique®, SP, Brasil).

6.3.1.2. Método

As condicBes cromatograficas estabelecidas para a determinacdo de ERTM foram
apresentadas na Tabela 10, item 5.8.1.4. A fase mdvel foi preparada segundo o item 6.3.1.2.3.;
avazao da fase movel foi de 0,5 mL min e o volume de 20 pL as solugdes de ERTM preparadas
nos itens 6.3.1.2.1 e 6.3.1.2.2. foi injetado em cromatdégrafo a liquido de ultra eficiéncia
Shimadzu®. A analise do farmaco foi realizada isocraticamente em colunas CIH Kinetex
2,6 um (4,6 x 100 mm) Phenomenex® com detector UV, no comprimento de onda de 297 nm.
O ensaio foi realizado em temperatura de 25 °C.

O método foi validado segundo o item 3.9 que esta de acordo com as diretrizes BRASIL
(2017) e ICH (2005). Os parametros avaliados foram: linearidade, limite de quantificacdo,
limite de deteccdo, seletividade, preciséo (repetibilidade e precisdo intermediaria), robustez e
exatiddo. Este método foi conduzido no Departamento de Desenvolvimento e Ensaios de

Medicamentos da Universidade Estadual da Paraiba — UEPB.

6.3.1.2.1. Preparo da solugdo de ERTM SQR

Foi pesada a massa de 10 mg de ERTM SQR (descritos no item 4.1.), e transferida para
baldo volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com a agua purificada, para a
obtengdo de solugio com concentragio de 1000 pg mL™. Aliquotas desta solugdo foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com metanol para

obtencao das concentracdes de trabalho correspondentes a 70, 80, 90, 100, 110 e 120 pug mL™.
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6.3.1.2.2. Preparo da solugdo de ERTM pd liofilizado para solugéo injetavel

O contetdo de cinco frascos-ampola, cujo peso medio foi de 1,440 g de ERTM em pé
para solucéo injetavel (descritos no item 4.2.), foi acondicionado em recipiente para formacao
de um pool de amostras. A partir deste pool, massa equivalente a 10 mg de ERTM foi pesada e
transferida para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com agua purificada,
para a obtengdo de solugiio com concentracio de 1000 pg mL™L. Desta solugéo, aliquotas foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, e o volume foi completado com metanol para

obtencao das concentracdes de trabalho correspondentes a 70, 80, 90, 100, 110 e 120 pg mL™.

6.3.2.1.3. Preparo da fase movel

A fase movel escolhida consistiu de ACN (J.T. Baker®) e agua purificada (Milli-Q®) na
proporcao de 88:12 viv, com 0,1 % de 4cido formico (Synth®) pH 2,5. A fase movel foi filtrada
em membrana filtrante de nylon com poro de 0,45 um e 47 mm de didmetro (Millipore®), sob
vacuo usando bomba Prismatec® modelo 121 e desgaseificada no ultrassom Unique Ultrasomic
Cleaner Modelo USC — 2850A durante 30 minutos antes do uso.

6.3.1.3. Resultados e discussao
O cromatograma tipico de ERTM obtido pelo método proposto foi apresentado na
Figura 13, item 5.8.1.4. e demonstrou que a amostra de ERTM sédico em po liofilizado para

solucdo injetavel esta condizente com 0 ERTM SQR no tempo de retencéo de 5,7 minutos.

6.3.1.3.1. Calculo do teor de ERTM em po6 liofilizado para solucéo injetavel

O doseamento de ERTM foi realizado em termos de absorvancia da &rea do pico, nas
concentragdes de 100 pug mL™, em triplicata e o seu teor foi calculado matematicamente
segundo as Equagdes 6 e 7, descritas no item 3.9.2. O teor médio encontrado foi de 99,10 % e
DPR de 1,04 %.

6.3.1.3.2. Conformidade do sistema cromatografico

O ICH (2005) estabelece teste de conformidade do sistema cromatografico como parte
prévia ao processo de validacdo. O teste & uma etapa essencial para assegurar que 0s parametros
cromatograficos selecionados estéo aptos para a validacdo do metodo. O teste de conformidade
do sistema foi anteriormente apresentado e discutido na sec¢do qualitativa, item 5.8.1.5. em que

se deu a escolha desses parametros.
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6.3.1.3.3. Validacdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos parametros de linearidade, limites de
deteccdo e de quantificacdo, precisdo, exatiddo e robustez, de acordo com o preconizado pela
literatura (ICH, 2005; USP 38, 2015; BRASIL, 2017) e apresentado no item 3.9.

6.3.1.3.3.1. Seletividade e estudos de degradacéo forcada

A seletividade do método foi determinada submetendo a solugcdo amostra de ERTM em
po para solucéo injetavel a degradacao acelerada por condicdes acida, alcalina, neutra, oxidativa
e fotolitica. As solu¢des analisadas foram preparadas a partir de uma solucéo estoque de 1000
ug mL? reconstituidas em agua. Aliquotas desta solugdo foram transferidas para baldo
volumétrico de 10 mL, que foram completados com a solucdo previamente preparada em
metanol para concentracdo final de 100 ug mL™?, concentracdo em que as amostras foram
injetadas no equipamento. A solucdo amostra foi preparada em HCI 0,01 M para a hidrolise
acida, NaOH 0,01 M para a hidrdlise alcalina e em perdxido de hidrogénio 0,03 % para a
hidrolise oxidativa. A fotodegradacéo foi induzida atraves da exposi¢do da solugcdo amostra em
metanol a luz ultravioleta (UVC2ss nm) por 24 horas. Todas as analises foram feitas em
temperatura ambiente 25 °C + 2 °C. Para a degradacgdo neutra amostra foi preparada em metanol
e a solucdo foi submetida a exposicao em temperatura de 50 °C, em banho de aquecimento, por
24 horas. Em todas as condigdes de estresse pelas quais a amostra foi submetida, houve
decréscimo do pico de ERTM, no entanto picos adicionais ndo foram observados. As Figuras
33 a 37 apresentam os cromatogramas obtidos ap0s as degradac@es acida, alcalina, oxidativa,
neutra e fotolitica, respectivamente, onde é possivel visualizar o decréscimo da area do pico
indicando a sua degradacdo. O pico principal de ERTM ¢é apresentado no tempo de retencédo de

5,7 minutos.
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Figura 33- Cromatograma de ERTM 100 pg mL™ tempo zero (preto) e apds 12 h (azul), sob
degradacéo &cida (HCI 0,01 M) a 25 °C para o método por CIH.
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Figura 34- Cromatograma de ERTM 100 pug mL* tempo zero (preto) e ap6s 2,50 h (azul), sob
degradacdo alcalina (NaOH 0,01 M) a 25 °C para 0 método por CIH.
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Figura 35- Cromatograma de ERTM 100 pg mL* tempo zero (preto) e apds 12 h (azul), sob
degradacéo oxidativa (H202 0,03%) a 25 °C para 0 método por CIH.
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Figura 36- Cromatograma de ERTM 100 pg mL* tempo zero (preto) e apds 6 h (azul), sob
degradacdo fotolitica (luz UV 254) a 25 °C para o método por CIH.
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Figura 37- Cromatograma de ERTM 100 pg mL™* tempo zero (preto) e apds 12 h (azul), sob
degradacdo neutra (agua) a 25 °C para o método por CIH.
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6.3.1.3.3.2. Linearidade

Para a construcdo da curva analitica, foi pesada a massa de 25 mg de ERTM SQR e
transferida para baldo volumétrico de 25 mL, cujo volume foi completado com a agua
purificada, para a obtengio de solugdo com concentragio de 1000 ug mL™. Aliquotas desta
solucdo estoque foram transferidas para baldo volumétrico de 10 mL e completadas com
metanol para a obtencéo das solucdes nas concentragdes de 70-120 ug mL™. Trés curvas foram
preparadas e analisadas durante trés dias.

A equacdo da reta foi determinada pela analise de regressédo linear. Teste estatistico de
andlise de variancia (ANOVA) foi empregado para avaliagdo dos resultados obtidos.

Na Tabela 33 sdo apresentados os valores das areas obtidas pelas diferentes
concentracdes de ERTM SQR.
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Tabela 33- Valores das areas referentes aos picos de ERTM SQR para construcdo da curva
analitica do método cromatogréafico por CIH

Concentracéo (ug mL?) Areas? (AU) Area média + DPP DPR® (%)
1510057
70 1559509 1543028,89 + 28554,49 1,85
1559521

1822258
80 1879126 1837596,33+ 36372,77 1,98
1811405

2109385
90 2185883 2153117,89+ 39410,63 1,83
2164086

2424400
100 2480143 2451303,89+ 27922,03 1,14
2449368

2771894
110 2758568 2763902,67 + 7049,36 0,26
2761246

3014886
120 3039387 3022544,56 + 14606,21 0,48
3013360
\/alor médio de trés determinacdes/ "DP = Desvio padrio/ °DPR= Desvio padrio relativo

Cada valor médio das areas absolutas obtidas na determinacdo da curva analitica foi
plotado em relacdo a respectiva concentracao, observando-se linearidade adequada na faixa de
70-120 pg mL™, conforme ilustrado na Figura 38 e o grafico de dispersdo dos residuos é

apresentado na Figura 39.
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Figura 38- Curva analitica de ERTM, obtida pelo método CIH.
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Figura 39- Analise de residuos para ERTM pelo método por CIH.
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A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de ERTM SQR é apresentada na

Tabela 34.

Tabela 34- Andlise de variancia dos valores de &rea determinados na obtengdo da curva
analitica de ERTM SQR, utilizando o método por CIH

Fontes de variacéo (_Sraus de Soma de Variancia F -
liberdade Quadrados calculado tabelado

Entre concentragdes 5 4705291573109 941058314621 1192,67* 3,11
Regressdo linear 1 4699193364056 4699193364056 5955,62* 4,75
Desvio da 4 6098209052 1524552263 1,93 3,26
linearidade
Residuo 12 9468418919 789034909
Total 17 4714759992029

*Significativo para p< 0,05
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6.3.1.3.3.3. Limites de detec¢do e quantificacéo

O limite de deteccgéo e o limite de quantificacdo foram calculados segundo preconizado
na literatura (ICH, 2005), que se baseiam no desvio padrdo do intercepto e na inclinacdo da
curva analitica. As solucBes foram analisadas experimentalmente em triplicata e calculadas
pelas Equacgdes 8 e 9, previamente descritas no item 3.9.4. O valor calculado para a menor
concentracio detectada pelo processo analitico foi 7,80 pg mL™. Por sua vez, o LQ calculado
foi 23,63 ng mL ™.

6.3.1.3.3.4. Precisao

A precisdo do método foi determinada como previamente descrita no item 3.9.6. pela
repetibilidade (intradia), em que sete solucdes de ERTM SQR preparadas na concentracdo de
100 pg mL* foram submetidas a analises sucessivas, no mesmo dia, sob as mesmas condigGes
experimentais, laboratério e analista que forneceu DPR de 1,80%. A precisdo intermediaria foi
avaliada em diferentes dias (interdias) e por diferentes analistas. A solucdo de ERTM SQR e de
po liofilizado para solugdo injetavel na concentragdo de 100 pug mL™ foram preparadas e
analisadas por doseamento em trés dias consecutivos, sob as mesmas condi¢cdes experimentais.
Enquanto que, na precisdo entre analistas as solu¢des de ERTM SQR e de p¢ liofilizado para
solugdo injetavel na concentragdo 100 pug mL™? foram preparadas e analisadas, por dois
diferentes analistas, sob as mesmas condigdes experimentais. Os resultados séo apresentados
na Tabela 35.

Tabela 35- Precisao intermediaria do método analitico para analise de ERTM por CIH

Precisdo interdias Precisdo entre-analistas
. Teor? SR DPRP ) Teor2 Teor médio DPRP
Dia (%) Teor médio (%) (%) Analista (%) (%) (%)
1 99,14 1 100,11
99,10 1,04 100,07 0,06
2 98,04 2 100,02
3 100,11

aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padréo relativo

6.3.1.3.3.5. Exatidéo

A exatiddo do método foi determinada pelo método de adi¢do, no qual quantidade
conhecida de SQR é adicionada a amostra. A recuperacdo foi realizada em 3 diferentes
concentragdes, R1, R2 e R3, equivalentes a 80, 100 e 120 % da concentragdo média. A

percentagem de ERTM recuperado foi calculada matematicamente por recuperacédo (Equacéo
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10, item 3.9.7.). Para o preparo das solucdes do teste de recuperacdes, volumes de 100 pL (R1),
300 pL (R2) e 500 pL (R3) da solugdo SQR (1000 pg mL™?) foram transferidos para balGes
volumétricos de 10 mL, aos quais foram adicionados 700 pL da solucdo de ERTM po liofilizado
para solucdo injetavel preparada na mesma concentracdo e completadas com metanol para
juntas perfazerem a concentracdo desejada. Desta forma, as seguintes concentragdes foram
obtidas: R1: 80 pg mL?, representando amostra de 80% de percentual médio,
R2: 100 pg mL?, representando amostra de 100% de percentual médio e R3: 120 ug mL?,
representando amostra de 120% de percentual médio. A gquantidade de SQR adicionada para

avaliar a exatiddo pelo teste de recuperacdo é apresentada na Tabela 36.

Tabela 36- Quantidade de ERTM adicionada no teste de adicdo do método CIH

ERTM amostra ERTM SQR Concentracao %
(H9) (H9) tedrica (1)
Amostra n e n e
R1 70 10 80 80
R2 70 30 100 100
R3 70 40 120 120
SQR - 70 70 -

Assim, determinou-se a exatiddo do método pela analise de trés concentragdes na faixa
pré-estabelecida e os resultados experimentais, que correspondem a porcentagem média de

99,18 %, encontram-se na Tabela 37.

Tabela 37- Exatiddo do método analitico para analise ERTM por CIH

ERTM SQR ERTM SQR < <

adicionado encontrado? Recug/eragao Rec,laperao};ao D(I)D/Rb

(g mL) (g mL) O0)  medn(0) OO
R1 10 9,95 99,46
R2 30 29,12 97,06 99,18 2,01
R3 50 49,73 99,46

aMédia de trés determinag@es; "DPR= Desvio padréo relativo

6.3.1.3.3.6. Robustez

Neste trabalho, a robustez do método foi testada quanto a influéncia de pequenas
variagOes dos parametros pré-definidos como: marca do solvente orgénico, vazdo da fase
movel, quantidade de aditivo na fase movel, fonte de obtencdo de agua, volume de injecdo,
comprimento de onda e temperatura do forno. A robustez foi avaliada em triplicata de injecdes
de solugbes de ERTM SQR versus ERTM em po6 liofilizado para solucdo injetavel na

concentragio de 100 pg mL?* em diferentes condigBes. Para determinar a influéncia das
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variacOes de cada pardmetro no resultado final, a média do doseamento, realizada em triplicata
correspondente aos pardmetros normais, foi comparada as médias dos doseamentos
correspondentes aos niveis alterados. As diferentes condi¢des foram avaliadas simultaneamente
pelo modelo fatorial Plackett-Burman e os resultados obtidos foram calculados usando a
metodologia proposta por Youden, Steiner (1975) como discutido anteriormente no item 3.9.8.

As variaveis devem ser condizentes com a realidade préatica e os niveis devem refletir a
variacao gque pode ser geralmente observada. Os parametros e 0s niveis de variacao testados séo

apresentados na Tabela 38.

Tabela 38- Fatores selecionados e niveis de variabilidade para o método por CIH

Condicao Condicao Condicao

Parametros Unidade  Limite variada (-1) normal (0) variada (1)
A.MarcadaACN - - LiChorosov ~ J.T.Baker Tedia

B. Vazdo da fase mével mLmint 0,1 0,49 0,50 0,51

C. Quantidade de aditivo % 0,01 0,09 0,10 0,11

D. Fontede 4gua - -eee- Lab. 2 Lab. 1 Lab. 2

E. Proporcédo da FM % 1 87:13 88:12 89:11

F. Comprimento de onda nm 1 296 nm 297 nm 298 nm
G. Temperatura do forno °C 1 24 25 26

-1= Nivel inferior; 0= Nivel Normal e 1= Nivel superior.

O efeito médio de cada variavel € a diferenca média entre as observacGes determinadas
nos niveis extremos e aqueles determinados no nivel ideal em modulo. Os efeitos resultantes
dos parametros alterados foram avaliados segundo a Equacdo 11 e, foram comparados aos
valores obtidos como referéncia de 0,81 para os niveis inferiores (-1) e 1,23 para 0s niveis
superiores (1). Nenhum efeito apresentou resultado significativo, indicando que o método
proposto é robusto. Os teores encontrados nas condi¢cGes normais e alteradas de cada fator séo

apresentados na Tabela 39.

Tabela 39- Teor resultante de cada variagdo obtido no teste de Plackett-Burman por CIH

Parametros (-1) Teor de -1 (%)*° (1) Teor de 1 (%)*"
Marca da ACN LiChorosov 101,13-101,00=10,13| Tedia 100,77 —101,22 =|0,46|
Vazdo da fase movel - g 101,00-101,12=[0,11] 051 101,04 — 100,95 = 0,09
(mL min™)

(QO/‘:;"”“dade de aditivo 5 100,50-101,62=[1,12] 0,11 100,69 — 101,30 = [0,62|
Fonte de 4gua Lab. 2 101,28-100,84= (0,44 Lab.3 101,06 — 100,93 = |0,14]
Proporcio da FM (%)  87:13 101,13-100,99= [0,14] 89:11 100,87 — 101,12 = [0,25]
a?;‘r)‘p“me”to deonda  ,qq 100,81-101,31= (0,50, 298 100,97 — 101,02 = 0,04|
Temperaturado forno 24 100,59-101,53=10,95] 26 100,65 — 101,34 = 0,69

#Média de teores obtidos nas condi¢6es normais - Média de teores obtidos nas condi¢des alteradas
®Critérios de referéncia calculados: |1,23| para o teste -1 e |0,81| para o teste 1
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Neste trabalho foi validado um método por CIH, com os parametros de seletividade,
linearidade, precisdo, exatidao, limite de quantificacdo e limite de detecgéo, preconizados em
guias internacionais (FDA, 2004; ICH, 2005). Antes da validacéo, realizaram-se os testes de
conformidade do sistema cromatografico (system suitability) que sdo essenciais para assegurar
que os parametros cromatogréficos selecionados estejam aptos para a validagdo do método. Os
dados obtidos na verificagdo da conformidade do sistema cromatogréfico (Tabela 11)
mostraram que o sistema se apresentou eficiente para o desenvolvimento do método
cromatografico, sendo adequado para assegurar a confiabilidade dos resultados, estando de
acordo com a literatura (FDA, 2004, USP 38, 2015), a qual sugere que a assimetria do pico
deve ser inferior a 20% ou seja de 0,80 a 1,20, o numero de pratos superior a 2000 e 0 DPR
para 0s parametros testados < 2%. Portanto, o método proposto cumpre 0S requisitos
preconizados na literatura oficial, podendo ser empregado para analise de ERTM na industria
farmacéutica.

O tempo de corrida necessario para anélise é de 5,7 min, proporcionando, desta maneira,
uma rapida determinacdo do farmaco, que é um atributo fundamental para sua aplicabilidade
no controle de qualidade na inddstria farmacéutica.

O estudo da degradacdo forcada da amostra de ERTM foi determinado submetendo
amostras de ERTM a condic@es de estresse alcalino, acido, neutro, oxidativo e fotolitico, para
avaliar a interferéncia de produtos de degradacdo na quantificacdo de ERTM. A hidrolise acida,
alcalina, oxidativa, neutra e fotolitica foram realizadas em temperatura ambiente 25 °C + 2 °C.
Em todas as condicBes de estresse pelas quais a amostra foi submetida, houve decréscimo do
pico de ERTM, quando comparado ao pico do fa&rmaco no momento de preparo. Esse
decréscimo foi observado por um periodo suficiente para a degradacdo de 10-30%, tal como
recomendado pela RDC 58 de 2013 da Anvisa (BRASIL, 2013). Embora a degradacédo foi
confirmada pelo decréscimo da area do pico, ndo foram visualizados picos adicionais
significativos indicativos de possiveis produtos de degradagédo nas concentragdes testadas.

A hidrolise oxidativa proporcionou um decréscimo de 22,76 % da area do pico em
12 horas. No entanto, vale ressaltar que o teste foi realizado em solugdes diluidas de peroxido
de hidrogénio (0,03%), isso por que, em concentra¢des maiores, a degradacdo é instantanea e
muito forte degradando mais que 30% da area do pico logo apds ao preparo. O pico do peroxido
de hidrogénio praticamente ndo é observado devido a sua baixa concentragdo. Solugédo de
peroxido de hidrogénio a 3% foi injetada para a confirmagdo de que o seu pico ndo elui no

mesmo tempo de retencdo do ERTM, néo interferindo na sua quantificacéo.
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Na condicdo neutra, observou-se um decréscimo de 24,02 % em 12 horas, enquanto na
condigdo fotolitica em que a amostra foi exposta & luz UVC 254 nm observou-se um decréscimo
de 22,64 % em 6 horas de andlise. A condicdo acida foi realizada com acido cloridrico a
0,01 M e o decrescimo da area do pico foi 17,57 % em 12 horas de analise. Por fim, a condi¢éo
mais acentuada foi a alcalina, em que um decréscimo de 24,50 % foi observado em 2,50 horas
de analise.

Na condicdo alcalina, observou a deformacdo da simetria do pico, o que é justificavel
pois sabe-se que nestas condicdes, a alteracdo do pH causa a ionizacdo da molécula. Portanto
pesquisas sobre a degradacao forcada de um farmaco sdo muito importantes para a compreensao
do comportamento quimico e estabilidade da molécula, dado que a qualidade do farmaco pode
variar no tempo de armazenamento decorrente da influéncia dos fatores ambientais.

A linearidade foi avaliada por meio de curvas analiticas, que foram construidas a partir
de seis concentragdes de solucbes de ERTM SQR. As éareas dos picos apresentadas nos
cromatogramas foram plotadas em um gréafico versus a concentragdo de ERTM, a fim de se
obter a curva analitica que apresentou um coeficiente de correlacdo de 0,9997, mostrando-se
linear na faixa de 70-120 pg mL™ (coeficiente de determinagio r? = 0,9994).

O conteudo de ERTM nas amostras analisadas foi de 99,10%. Anélises estatisticas de
variancia (ANOVA) foram realizadas e os resultados apresentados apontaram que ndo ha
desvios significativos de linearidade e, portanto, o0 método é linear.

Os valores calculados para o limite de deteccdo (LD) e para o limite de quantificacdo
(LQ) foram de 7,08 e 23,63 pg mL™, respectivamente, e indicam a capacidade do método para
detectar e quantificar com confiabilidade ERTM pé para solucdo injetavel na faixa linear
estabelecida. A exatiddo do método foi comprovada pelo teste de recuperacdo, com uma média
de 99,18%.

A anélise da robustez foi realizada usando o modelo de Plackett-Burman, em que as
alteracdes dos parametros analiticos ocorrem simultaneamente (Tabela 3). Neste modelo
experimental, os resultados séo avaliados pela comparacéo da diferenca em médulo dos teores
obtidos nas condi¢bes normais frente aos teores obtidos nas condigdes alteradas para cada
pardmetro em relagdo ao valor de referéncia calculado utilizando a Equacdo 11. O método
apresentou ser robusto, pois ndo proporcionou nenhum efeito considerado significativo em
comparacdo com o valor de referéncia, no entanto, dois parametros se destacam por apresentar
valores muito proximos ao limite de aceitacdo, indicando que estes devem ser controlados para
ndo interferir nas analises. Esses fatores foram a quantidade de aditivo na fase mével, que esta

diretamente relacionada ao pH da fase movel e a temperatura do forno; os que também estédo
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associados a pequenas alteracdes no tempo de retengdo do farmaco, o que ja era esperado por
se tratar de uma molécula parcialmente ionizada.

O método proposto neste trabalho apresentou um tempo de retencdo adequado para a
analise na industria, apresenta uma fase movel simples, em que o uso de solucdo tampéo foi
evitado. Dentre as desvantagens de se utilizar solugcdo tampé&o, destacam-se: exigir preparo
prévio & analise, pois seu armazenamento mesmo sob refrigeracdo pode ocasionar o
aparecimento de fungos; sdo geralmente os responsaveis pelo aumento da pressao, propiciando
entupimentos que podem comprometer a funcionalidade do equipamento e ainda, danificar as
colunas cromatogréficas diminuindo seu tempo de vida util. Esses fatores representam um alto
custo para a industria farmacéutica.

O método cromatografico proposto mostrou-se adequado e vantajoso apresentando
simplicidade, linearidade, precisdo, exatidao e robustez, limites de deteccéo e de quantificacdo
satisfatorios, além de conformidade do sistema, portanto pode ser empregado para a anélise
quantitativa de ERTM na industria farmacéutica, contribuindo para melhorar o controle de

qualidade e para assegurar a eficacia terapéutica.

6.3.2. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE FASE REVERSA - CLAE-FR

Os estudos para desenvolvimento do método analitico por CLAE - FR foram embasados
em trabalhos disponiveis na literatura (TOZO; SALGADO, 2006; LOPES; SALGADO, 2008;
MORENO; SALGADO, 2008; LOPES; SALGADO, 2009; BONFILIO et al., 2009;
CAZEDEY etal., 2011; VIEIRA; SALGADO, 2011; SILVA; SALGADO, 2012).

Diferentes parametros cromatograficos foram testados com objetivo de encontrar
condicGes favoraveis, como anteriormente apresentadas no item 5.8.2.4. e um novo método foi
desenvolvido e validado para a quantificacdo de ERTM na forma farmacéutica pé para solugédo
injetavel por CLAE - FR.

6.3.2.1. Material

Para a realizagdo do método foram utilizados ERTM SQR e po liofilizado para solugéo
injetavel, descritos nos itens 4.1. e 4.2. Todas as solucGes e fases mdveis utilizadas durante este
trabalho foram preparadas a partir de agua ultrapura obtida através de equipamento Milli-Q®
Plus (Milipore®, EUA). O solvente organico etanol grau CLAE Panreac® foi utilizado na
preparacdo das fases moveis. Os reagentes utilizados para a degradacgdo foram acido cloridrico
0,01 M (Qhemis®), hidroxido de sédio 0,01 M (Cinetica®), peroxido de hidrogénio 0,03%

(Vetec Quimica Fina®). As solucdes foram filtradas em membrana de nylon com poro de
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0,45 pm e 47 mm de didmetro (Millipore®), e foram desgaseificadas em banho ultrassonico
modelo USC2800A (Unique®, SP, Brasil). Para o desenvolvimento do método por
cromatografia liquida de fase reversa foi utilizado equipamento Waters®, modelo 1525 (Waters
Chromatography Systems, CA, EUA), conectado a detector de UV/Visivel Waters 2487 e
injetor manual 7725i com loop de 20 uL (Rheodyne Breeze®, CA, EUA). A analise do farmaco
em estudo foi realizada isocraticamente em coluna Zorbax Bonus-RP 5 um (250 mm x 4,6 mm)
Agilent®. O ensaio foi realizado em vazio de 1 mL min™*, no comprimento de onda de 297 nm.
As areas dos picos foram integradas usando o programa de software Empower. Também foram
utilizados banho-maria modelo Q334M (Quimis®, SP, Brasil) e balanga analitica modelo H51
(Mettler Toledo®, Suica).

6.3.2.2. Método

As condicBes cromatograficas estabelecidas para a determinacdo de ERTM foram
apresentadas na Tabela 13. A fase mével constituida de agua: etanol (80:20 v/v); pH 2,5 ajustado
com &cido formico 0,1%, foi preparada segundo o item 6.3.2.2.3. O volume de 20 pL de solucéo
de ERTM nas concentracdes de trabalho (6.3.2.2.1. e 6.3.2.2.2) foi injetado no cromatografo a
liquido em vazéo de 1 mL min™. A anélise do farmaco foi realizada isocraticamente em coluna
Zorbax Bonus-RP5 um (250 mm x 4,6 mm) com detector UV, no comprimento de onda de 297
nm. O ensaio foi realizado em temperatura ambiente de 25 °C.

6.3.2.2.1. Preparo da solucdo de ERTM SQR

A massa equivalente a 10 mg de ERTM SQR foi transferida para baldo volumétrico de
50 mL, cujo volume foi completado com &gua, para a obtencéo de solu¢cdo com concentracao
de 200 ug mL*. Aliquotas desta solucéo foram transferidas para balGes volumétricos de 10 mL,
que foram completados com &gua para gerar solu¢des com a concentracdo da faixa de trabalho
correspondente a 40, 60, 80, 100, 120 e 140 pug mL™.

6.3.2.2.2. Preparo da solugdo de ERTM pd liofilizado para solugéo injetavel

O conteldo de cinco frascos ampola com peso médio de 1,46 g de ERTM po liofilizado
para solucdo injetavel, foi adicionado a um recipiente adequado. A partir deste pool de
amostras, a massa de 10 mg de ERTM foi pesada e transferida para baldo volumétrico de
50 mL para a obtengdo de solugdo com concentragdo de 200,0 ug mL™. Aliquotas desta solugéo

foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e foram completados com &gua para
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obtencgéo das solugdes com a concentracdo da faixa de trabalho correspondente a 40, 60, 80,
100, 120 e 140 pg mL™,

6.3.2.2.3. Preparo da fase mdvel

A fase movel escolhida consistiu de dgua purificada (Milli-Q®) e etanol (Panreac®) na
proporcao de 80:20 v/v, pH ajustado para 2,6 com 0,1% &cido férmico (Synth®). A fase movel
foi filtrada em membrana de nylon com poro de 0,45 um e 47 mm de didmetro (Millipore®),
sob véacuo e desgaseificada banho ultrassonico modelo USC2800A (Unique®, SP, Brasil),

durante 30 minutos antes do uso.

6.3.2.3. Resultados e discusséo
O cromatograma tipico de ERTM obtido pelo método proposto foi apresentado na
Figura 18 item 5.8.2.4. e demonstrou que a amostra de ERTM sddico em po liofilizado para

solugdo injetavel estd condizente com 0 ERTM SQR no tempo de retencéo de 4 minutos.

6.3.2.3.1. Calculo do teor de ERTM em po liofilizado para solucéo injetavel

As leituras das solugcdes de amostra foram realizadas em cromatdgrafo no comprimento
de onda de 297 nm. O doseamento de ERTM foi quantificado em triplicata em termos de
absorvancia da area do pico, nas concentragdes de 100 pug mL? e o seu teor foi calculado
matematicamente segundo as Equacdes 6 e 7, descritas no item 3.9.2. O teor médio encontrado
foi de 99,54% e DPR 0,73%.

6.3.2.3.2. Conformidade do sistema cromatografico

O ICH (2005) estabelece o teste de conformidade do sistema cromatografico como parte
do processo de validagdo. O teste € uma etapa essencial para assegurar que 0s parametros
cromatograficos selecionados estdo aptos para a validacdo do método; a conformidade do
sistema cromatografico foi anteriormente apresentada e discutida na secdo qualitativa, item

5.8.2.5. em que se deu a escolha destes parametros.

6.3.2.3.3. Validacdo do método

O metodo foi validado segundo o item 3.9 que esta de acordo com as diretrizes BRASIL
(2017) e ICH (2005). Os parametros avaliados foram linearidade, limite de quantificacao, limite
de deteccdo, seletividade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), robustez e

exatidao.
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6.3.2.3.3.1. Seletividade e estudos de degradacéo forcada

A seletividade do método foi determinada submetendo a solu¢do amostra de ERTM em
po liofilizado para solugéo injetavel (100 pug mL™?) & degradacéo acelerada por condigdes acida,
alcalina, neutra, oxidativa e fotolitica, para avaliar a interferéncia de produtos de degradacédo na
quantificacdo da ERTM. Uma solugdo-mée de 200 pug mL™ foi preparada em agua purificada e
as amostras foram diluidas em solucdo degradante, obtendo concentracdo final de
100 pug mL%, concentragdo em que as amostras foram injetadas no equipamento.

A solucdes degradantes foram HCI 0,01 M para a hidrdlise acida, NaOH 0,01 M para a
hidrélise alcalina e perdxido de hidrogénio 0,03 % para a hidrolise oxidativa. A degradagédo
neutra foi realizada submetendo a solucdo amostra de ERTM na concentracdo de
100 pug mL?, preparada em agua purificada sob exposicdo a temperatura de 50 °C, em banho
de aquecimento, por 12 horas e a fotodegradacdo foi induzida através da exposicdo de uma
solucdo aquosa da amostra a luz ultravioleta (UVC 254 nm) em temperatura ambiente (25 °C
+ 2) por 48 horas. Em todas as condicdes de estresse pelas quais a amostra foi submetida, houve
decréscimo do pico de ERTM, no entanto picos adicionais nao foram observados. As Figuras
40 a 44 apresentam os cromatogramas obtidos ap0s as degradac@es acida, alcalina, oxidativa,
neutra e fotolitica, respectivamente, onde é possivel visualizar o decréscimo da area do pico
indicando a sua degradacdo. O pico principal de ERTM ¢é apresentado no tempo de retencdo de

4 minutos.

Figura 40- Cromatograma de ERTM 100 pg mL™ tempo zero (preto) e apds 3 h (azul), sob
degradacdo acida (HCI 0,01 M) a 25 °C, para 0 método por CLAE-FR.
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Figura 41- Cromatograma de ERTM 100 pug mL™ tempo zero (preto) e ap6s 1,50 h (azul), sob
degradacéo alcalina (NaOH 0,01 M) a 25 °C, para o método por CLAE-FR.
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Figura 42- Cromatograma de ERTM 100 pug mL* tempo zero (preto) e ap6s 1,50 h (azul), sob
degradacéo oxidativa (H202 0,03%) a 25 °C, para 0 método por CLAE-FR.
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Figura 43- Cromatograma de ERTM 100 pg mL* tempo zero (preto) e apds 12 h (azul), sob
degradacdo neutra (4gua) a 50 °C, para o método por CLAE-FR.
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Figura 44- Cromatograma de ERTM 100 pg mL™ tempo zero (azul) e ap6s 12 h (preto), sob
degradagéo fotolitica (luz UVC 254 nm) 25 °C, para 0 método por CLAE-FR.
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6.3.2.3.3.2. Linearidade

A partir da solucio-estoque de ERTM SQR na concentracdo de 200 pug mL™2, aliquotas
de 2,0; 3,0; 4,0; 5,0; 6,0 e 7,0 mL foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e
completou-se o volume com agua purificada para a obtencéo das concentragdes de trabalho de
40; 60; 80; 100; 120 e 140 ug mL™. As curvas analiticas foram preparadas e analisadas durante
trés dias. A equacdo da reta foi determinada através do estudo de regressao linear, pelo método
dos minimos quadrados e o teste estatistico de analise de variancia (ANOVA) foi empregado
para avaliacdo dos resultados obtidos. Cada valor médio das areas absolutas obtidas na
determinacdo da curva analitica foi plotado em relagdo a respectiva concentracao, observando-
se linearidade na faixa de 40 - 140 pg mL%, conforme ilustrado na Figura 45 e seus residuos na
Figura 46.

Figura 45- Curva analitica de ERTM, obtida pelo método CLAE-FR.
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Figura 46- Andlise de residuos para ERTM pelo método CLAE-FR.
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Na Tabela 40 sdo apresentados os valores

concentracdes de ERTM SQR.

das areas obtidas pelas diferentes

Tabela 40- Valores das areas referentes aos picos de ERTM SQR para construcdo da curva

analitica para o método CLAE-FR

Concentracéo (ug mL™)

Areas? (AU)

Area média + DPP

DPR® (%)

40

60

80

100

120

140

874811,33
877494,00
916168,00

1331028,67
1342887,00
1350869,33

1786354,00
1814504,67
1813349,33

2263642,67
2255187,00
2255739,67

2702653,67
2703851,33
2755280,33

3176984,33
3220798,33
3194433,00

889491,11 + 23141,77

1341595,00 * 9983,23

1804736,00 + 15929,76

2258189,78 + 4730,42

2720595,11 + 30044,25

3197405,22 + 22057,70

2,60

0,74

0,88

0,21

1,10

0,69

\/alor médio de trés determinacdes/ "DP = Desvio padrdo/ °DPR= Desvio padrio relativo

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de ERTM SQR é apresentada na

Tabela 41.
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Tabela 41- Anélise de variancia dos valores de area determinados na obtengdo da curva
analitica de ERTM SQR, utilizando o método por CLAE - FR

Graus
Fontes de de Soma de Variancia F F
variacao liberda Quadrados calculado tabelado
de
Entre
n 5 11151186532014 2230237306402 5816,65* 3,11
concentragoes
Regressao 1 11149758817751 L1149798BLITS o079 50 475
linear 1
Desvio da 4 1427714262,70 356928565 0,93 3,26
Linearidade
Residuo 12 4601079492 383423291
Total 17 11155787611507 -—-

*Significativo para p< 0,05

6.3.2.3.3.3. Limites de detec¢do e quantificacao

O limite de deteccdo e o limite de quantificacdo foram calculados segundo Equacdes 8
e 9, descritas no item 3.9.4. e estdo de acordo com o preconizado na literatura (ICH, 2005). A
menor concentragdo detectada por esse método analitico foi 3,11 pg mL™ e 0 ERTM pode ser
quantificado a partir de 9,41 pg mL™,

6.3.2.3.3.4. Preciséo

Avaliou-se a precisdo do método através do célculo do DPR percentual das amostras,
submetidas a ensaios de repetibilidade (intradia) e precisdo intermediaria(interdias) como
previamente descritas no item 3.9.6.

Para a determinacdo da repetibilidade, sete solugdes de ERTM SQR preparadas na
concentragdo de 100 pg mL™ foram submetidas a analises sucessivas, e os dados obtidos no
mesmo dia, sob as mesmas condi¢des experimentais, laboratério e analista, forneceram DPR
de 2,20%. A determinacéo da preciséo intermediaria foi realizada pelo DPR dos teores obtidos
em trés dias consecutivos e por dois diferentes analistas. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 42.
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Tabela 42- Precisdo intermediaria do método analitico para anélise de ERTM por CLAE - FR

Precisdo interdias Precisdo entre-analistas
Dia Teor? Teor DPRP Analista Teor2 Teor médio DPRP
(%)  medio (%) (%) (%) (%) (%)
1 99,86 A 102,98
101,52 2,04
2 98,71 99,54 0,73 B 100,05
3 100,05

aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padréo relativo

6.3.2.3.3.5. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo método de adigdo, no qual quantidade
conhecida de SQR é adicionada a amostra. A recuperacdo foi realizada em trés diferentes
concentracdes, R1, R2 e R3, equivalentes a 80, 100 e 120% da concentracdo média. A
percentagem de ERTM recuperado foi calculada matematicamente por recuperacdo (Equacéo
10, item 3.9.7.). Para o preparo das solugdes do teste de recuperacdes, volumes de 2000 pL
(R1), 3000 pL (R2) e 4000 pL (R3) da solugdo SQR (200 pug mL™?) foram transferidos para
baldes volumétricos de 10 mL, aos quais foram adicionados 2000 pL da solucdo de ERTM pé
liofilizado para solugdo injetavel preparada na mesma concentracdo e completadas com agua
purificada para juntas perfazerem a concentracdo desejada. Desta forma, as seguintes
concentragdes foram obtidas: R1: 80 pg mL™, representando amostra de 80% de percentual
médio, R2: 100 pg mL™?, representando amostra de 100% de percentual médio e R3: 120 pg
mL1, representando amostra de 120% de percentual médio. A quantidade de SQR adiciona para
avaliar a exatiddo pelo teste de recuperacdo é apresentada na Tabela 43.

Tabela 43- Quantidade de ERTM adicionada no teste de adicdo do método CLAE - FR

ERTM amostra ERTM SQR Concentracao %
() () tedrica (Hg)
Amostra 40 - 40 -
R1 40 40 80 80
R2 40 60 100 100
R3 40 80 120 120
SOR - 40 40 0 -

A andlise de trés concentracdes na faixa pré-estabelecida corresponde a porcentagem
média de 99,81% (Tabela 44).
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Tabela 44- Exatiddo do método analitico para anélise ERTM por CLAE — FR

ERTM SQR ERTM SQR Recuperacdo Recuperacdo DPRP
adicionado encontrado? (%) média (%) (%)
(g mL™) (g mL™)
R1 40,00 40,08 100,20
R2 60,00 60,11 100,19 99,81 0,66
R3 80,00 79,24 99,05

aMédia de trés determinagbes; "DPR= Desvio padrdo relativo

6.3.2.3.3.6. Robustez

A robustez do método foi testada quanto a influéncia de pequenas variacdes dos
pardmetros pré-definidos, tais como marca do solvente etanol, vazdo da fase movel, quantidade
de aditivo na fase movel, fonte de obtencdo de agua, proporcéo da fase mdvel, comprimento de
onda e temperatura da sala. A robustez foi avaliada em triplicata de injeces de solucdes de
ERTM SQR versus ERTM em pé liofilizado para solucéo injetavel na concentracdo de 100 ug
mL-t em diferentes condicdes. Para determinar a influéncia das variacdes de cada parametro no
resultado final, a média do doseamento, realizado em triplicata correspondente aos parametros
normais, foi comparada as médias dos doseamentos correspondentes aos niveis alterados. As
diferentes condicdes foram avaliadas simultaneamente pelo modelo fatorial Plackett-Burman e
os resultados obtidos foram calculados usando a metodologia proposta por Youden, Steiner
(1975), como discutido anteriormente no item 3.9.8.

A escolha dos parametros e os niveis em que devem ser testados sdo muito importantes
para obtencdo de um teste de robustez confidvel. As variaveis devem ser condizentes com a
realidade pratica e os niveis devem refletir a variacdo que pode ser geralmente observada. Os
parametros e os niveis de variacao testados sao apresentados na Tabela 45.

Tabela 45- Parametros selecionados e niveis de variabilidade para CLAE — FR

Condicéo Condicéo Condicéo

Parametros Unidade  Limite variada (-1) normal (0) variada (1)
A. Marcado etanol - - I T. Panreac® Tedia®
Baker®
B. Vazéo da fase mdvel mL mint 0,01 0,99 1,00 1,01
ICZJI.VIQuantldade de aditivo na % 0,01 0,09 0,10 0.11
D.Fontededgua - --m Lab. 2 Lab. 1 Lab. 3
E. Proporgéo da FM (v/v) % 1 79:21 80:20 81:19
F. Comprimento de onda nm 1 296 nm 297 nm 298 nm
G. Temperatura da sala °C 1 19 20 21

-1= Nivel inferior; 0= Nivel Normal e 1 Nivel superior.
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O efeito medio de cada variavel é a diferenca média entre as observagdes determinadas
nos niveis extremos e aqueles determinados no nivel ideal em modulo. Os efeitos resultantes
dos parametros alterados foram avaliados segundo a Equacdo 11 e, foram comparados aos
valores obtidos como referéncia de 0,81 para os niveis inferiores (-1) e 1,23 para 0s niveis
superiores (1). Nenhum efeito apresentou resultado significativo, indicando que o método
proposto é robusto. Os teores encontrados nas condi¢@es normais e alteradas de cada fator séo

apresentados na Tabela 46.

Tabela 46- Teor resultante de cada variacdo obtido no teste de Plackett-Burman, CLAE — FR

Parametros (-1) Teor de -1 (%)*° (1) Teor de 1 (%)*"
Marca da Etanol J.T.Baker 99,75-99,63=10,12] Tedia 97,39-96,65=10,74|
Vazdo da fase mével (mL min?) 0,99 100,06 —98,72=11,34] 1,01 97,55 — 96,49 = |1,05]
Quantidade de aditivo na FM 0,09 98,48 - 100,30=1,82] 0,11 97,88 - 96,18 = |1,73|
Fonte de agua Lab. 2 99,46 —99,32= 0,14/  Lab.3 97,32 96,72 = [0,60]
Proporcdo da FM v/v (%) 79:21 98,85-99,94=[1,09] 81:19 96,47 — 97,57 = [1,10]
Comprimento de onda (nm) 296 99,65 —99,13= 0,52 298 97,32 - 96,72 = 0,60
Temperatura da sala 19 100,55-98,24=12,31] 21 98,04 — 96,00 = [2,04]

4Média de teores obtidos nas condi¢bes normais - Média de teores obtidos nas condigdes alteradas;
®Critérios de referéncia calculados: |2,48| para o teste -1 e |2,61| para o teste 1

Neste trabalho foi validado um método cromatografico, com os parametros de
seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo, limite de quantificacdo e limite de deteccéo,
preconizados em guias internacionais (FDA, 2004; ICH, 2005). Antes da validacdo, realizaram-
se os testes de conformidade do sistema cromatogréfico (system suitability) que sdo essenciais
para assegurar que os parametros cromatograficos selecionados estejam aptos para a validacdo
do método. Os dados obtidos na verificacdo da conformidade do sistema cromatografico
(Tabela 14) mostraram que o sistema se apresentou eficiente para o desenvolvimento do método
cromatografico, sendo adequados para assegurar a confiabilidade dos resultados, estando de
acordo com a literatura (FDA, 2004, USP 38, 2015), a qual sugere numero de pratos > 2000 e
0 DPR para os parametros testados < 2%. Portanto, 0 método proposto cumpre 0s requisitos
preconizados na literatura oficial, podendo ser empregado para analise de ERTM na industria
farmacéutica.

O tempo de corrida necessaria para analise € de 4 min, proporcionando, desta maneira,
uma répida determinagdo do farmaco, que é um atributo fundamental para sua aplicabilidade
no controle de qualidade na inddstria farmacéutica.

O estudo da degradacdo forcada da amostra de ERTM foi determinado submetendo
amostras de ERTM a condicgdes de estresse alcalino, acido, neutro, oxidativo e fotolitico, para

avaliar a interferéncia de produtos de degradacdo na quantificacdo de ERTM. A hidrolise
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alcalina, acida, oxidativa foram realizadas a temperatura 25 °C e a degradacdo neutra foi
realizada em banho a temperatura 50 °C. O fa&rmaco em estudo mostrou que em todas as
condicdes de estresse pelas quais a amostra foi submetida, houve decréscimo do pico de ERTM,
quando comparado ao pico do farmaco no momento de preparo, no entanto, ndo foram
visualizados picos adicionais significativos referente a possiveis produtos de degradacao.

A hidrolise neutra apresentou degradacéo de 19,14 % em 12 horas de analise. O farmaco
foi menos estavel em condicgdes alcalina (NaOH 0,01 M), degradou 24,75 % em 1,50 horas de
analise. Nas condicOes acida e oxidativa apresentou decréscimo 15,80 % em 3 horas e 21,13%
em 1,50 hora, respectivamente. Enquanto que na degradacdo fotolitica, em que a amostra foi
submetida a exposicado de luz UVC 254 nm, observou-se um decréscimo de 16,56% em 12 horas
de analise.

A linearidade foi avaliada por meio de curvas analiticas, que foram construidas a partir
de seis concentracBes de padroes de ERTM. As éareas dos picos apresentadas nos
cromatogramas foram plotadas em um gréafico versus a concentragdo de ERTM, a fim de se
obter a curva analitica que apresentou um coeficiente de determinacéo significativo mostrando-
se linear na faixa de 40-140 pug mL? (r> = 0,9999). O conteido de ERTM nas amostras
analisadas foi de, 99,54%, € considerado satisfatorio pela sua proximidade a
100%, pois até o momento ndo existe monografia de ertapenem nos compéndios oficiais.
Anélises estatisticas de variancia (ANOVA) foram realizadas e os resultados apresentados
apontaram que nao ha desvios significativos de linearidade e, portanto, 0 método é linear.

A precisdo entre analistas foi analisada por doseamento e os teores obtidos foram de
100,98% (analista 1) e 100,05% (analista 2), com DPR entre eles de 2,04. Além disso, os valores
de DPR referente as areas dos picos cromatograficos obtidos nas analises de preciséo intradia e
interdia foi de 2,20% e 0,73% respectivamente, sendo estes inferiores ao preconizado na
literatura (menor ou igual a 5%), o que indica a precisdo do método proposto (BRASIL, 2017).

Os valores calculados para o limite de deteccdo (LD) e para o limite de quantificagdo
(LQ) foram de 3,11 e 9,41 pug mL?, respectivamente, e indicam a capacidade do método para
detectar e quantificar com confiabilidade ERTM pé para solugcdo injetadvel na faixa linear
estabelecida. A exatiddo do método foi comprovada pelo teste de recuperacdo, com uma média
de 99,81%.

A robustez foi comprovada pelo modelo de Plackett-Burman, em que as alteragdes dos
parametros analiticos ocorrem simultaneamente (Tabela 10), e ndo apresentou nenhum efeito

considerado significativo em comparagdo com o valor de referéncia calculado utilizando a
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Equacéo 11. Os pardmetros proporg¢do do aditivo na fase movel e a temperatura da sala devem
ser bem controlados para ndo interferirem nas analises.

O desenvolvimento de metodologias cromatograficas priorizando menor tempo de
analise e que sejam economicamente vidveis sdo de suma importancia nos dias atuais. O método
proposto neste trabalho apresentou um tempo de retengdo adequado para a analise na indistria,
além de se usar etanol como o solvente organico. S&o muitos os ganhos para a indUstria e para
0 meio ambiente de se usar etanol na fase movel e estes ja foram previamente discutidas no
desenvolvimento deste método (item 5.8.2.4). O método cromatografico proposto mostrou-se
adequado e vantajoso apresentando simplicidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez,
limites de deteccdo e de quantificacdo satisfatdrios, além de conformidade do sistema, portanto
pode ser empregado para a analise quantitativa de ERTM na inddstria farmacéutica,
contribuindo para melhorar o controle de qualidade, e ainda com a vantagem de ndo gerar
residuos toxicos a serem tratados pela industria farmacéutica, além de ser uma excelente

alternativa para o meio ambiente.

6.4. CROMATOGRAFIA EM FLUIDOS SUPERCRITICOS (CFS)

A cromatografia em fluidos supercriticos tem sido usada de forma bem-sucedida na
analise de produtos farmacéuticos com diferentes propriedades quimicas na separacdo de
amostras bioldgicas, hormonios, lipidios, substancias farmacéuticas ativas e 0s seus
enantibmeros. A técnica se destaca por apresentar alto rendimento, ser facil de usar, ser
econémica e quando combinadas com métodos de detec¢do, tais como a MS, proporcionar
resultados altamente precisos e exatos com alta sensibilidade (ABBOTT et al., 2008).

A CFS-MS foi utilizada para inimeras aplicacdes da Pfizer, que relata o uso da técnica
para a analise e purificacdo de alto rendimento de diversas substancias farmacéuticas. Apenas
com a combinagdo de modificadores organicos adicionados ao CO: foi possivel analisar uma
gama mais ampla de substancias do que era inicialmente imaginado e permitiu resolver todos
0s problemas quirais apresentados. A técnica foi usada no desenvolvimento de medicamentos,
na identificacdo e purificacdo de substancias, na avaliacdo de pureza, na anélise de proteinas e
peptideos, nos estudos de farmacocinética, em uma variedade de aplicagdes protonicas, entre
outros. Com isso, segundo a Pfizer em um periodo de quatro anos, mais de um milh&o
substancias foram analisadas por CFS-MS sem prejuizo dos equipamentos. A técnica foi entéo
encorajada como sendo uma técnica robusta que provou ser uma ferramenta Util e rapida para
diversas areas de aplicacdo o que é ideal para controle de qualidade devido a sua alta velocidade
de analise (BOLANOS et al., 2004).
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Apesar de suas vantagens aparentes, a CFS apresentou altos e baixos desde a sua
descoberta e ainda hoje ndo é comumente usada na andlise de rotina de farmacos. Mas é uma
técnica ja estabelecida para separar produtos quirais e para purificacdo de alto desempenho.

Na industria farmacéutica, a validacdo do procedimento analitico é necessaria antes da
sua utilizagdo no laboratorio de controle de qualidade. Assim como em CLAE-FR, 0s requisitos
relativos a confiabilidade, preciséo e sensibilidade demonstram ser adequados para CFS. A
performance quantitativa em CFS tem sido avaliada e tem demonstrado estar em conformidade
com as recomendac6es da USP e ICH (ANTON; BACH; GEISER, 1991; ANTON; SIFFRIN,
1999; ICH, 2005; ABBOTT et al., 2008; DISPAS et al., 2014, USP 38, 2015).

Em 2009 Brunelli e colaboradores apresentaram um notavel trabalho em que um método
usando um gradiente de eluicéo foi validado para a separacdo de uma mistura de 22 substancias
de diferentes polaridades com boa resolucdo de pico em menos de 20 minutos. O trabalho
mostra que os critérios de aceitacdo de validacdo podem ser cumpridas e sendo assim, deve
haver um lugar para CFS na analise farmacéutica (BRUNELLI et al., 2009). No entanto, para
demonstrar a validacdo de seu método, foi apresentado a quantificacdo de tracos de tioureia
presentes na formulacdo, uma substancia cancerigena, e portanto a sua quantificacdo é de
extrema importancia. Desai e colaboradores (2012) apresentaram uma validagao de acordo com
parametros do ICH para anélise de substancias polares. Embora este seja realmente um
excelente trabalho, o seu método ndo apresenta o estudo de degradacdo forcada que indica a
estabilidade do método que é um requisito obrigatério pelas diretrizes farmacopeicas e do ICH,
2005. A robustez da técnica CFS, que até entdo, parecia ser um problema, também vem sendo
discutida na literatura (DISPAS et al., 2014).

Com isso, além de uma validacdo abrangendo todas as exigéncias do ICH (2005), o
nosso estudo apresenta uma ampla analise de robustez sobre esta técnica. Para isso, foi utilizada
uma matriz fatorial desenvolvida por Plackett-Burman que tem sido aplicada para a avaliacdo
da robustez em técnicas cromatograficas (BERZAS et al., 2004; CARINI et al., 2012; GARCIA
et al., 2004; LI, RASMUSSEN, 2003; LIN et al., 2005; MULHOLLAND; WATERHOUSE,
1987; NGUYET et al., 2003; NOVOKMET et al., 2012; PAIM et al., 2008; PEDROSO;
SALGADO, 2014; SONG; PUTCHA, 2001; SUN; SU, 2002). Até o presente momento ndo ha
na literatura nenhum meétodo de CFS para quantificacdo de ERTM que é uma substancia polar.
Assim, este estudo teve como finalidade investigar a possibilidade de desenvolver um método
indicativo de estabilidade para analise de ERTM, bem como, avaliar se a técnica é uma

ferramenta adequada para analise de rotina deste farmaco na industria farmacéutica.
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6.4.1. Material

O método foi desenvolvido em um sistema Jasco (Jasco Corporation®, Téquio, Japdo)
equipado com os seguintes modulos: Jasco PU-2080-CO.-plus bomba de fornecimento de COy;
Jasco PU-2080-plus bomba de CLAE; AS-2059-SF-plus amostrador automatico para CFS; UV-
2070-plus detector UV-VIS com célula de fluxo de alta pressdo; BP-2080-plus regulador de
pressdo de retorno automatico; Caixa de interface LC-NET 1l / ADC e forno de coluna CO-
2060. O software ChromomNAV foi utilizado para integrar as areas de pico automaticamente.
A separacdo cromatografica foi realizada em uma coluna ProntoSil 120-5-Piridina 250 x 4,6
mm, 5,0 um de(Bischoff®). Outros aparelhos utilizados foram: balanca analitica BL120S
(Sartorius®); micropipeta (Thermo Scientific®); membrana de nylon com poro de 0,45 pm e
47 mm de diametro (Grace®); lampada UVass nm UVGL-25 (UVP®); banho de ultrasom
2510E-MT (Bransonic®). Os produtos quimicos utilizados foram ERTM 99,2% (n° EB0O04C1)
e ERTM ingrediente farmacéutico ativo em po liofilizado para solucdo injetavel (n° 2178140),
ambos gentilmente doados pela Merck Sharp & Dohme®. Todas as solugBes e fases moveis
utilizadas neste ensaio foram preparadas a partir de agua ultrapura obtida a partir de um Milli-
Q Plus (Millipore®, EUA) e todos os solventes utilizados foram de grau CLAE, metanol
(Sigma-Aldrich®), etanol 99,8% (Acros Organics®), etanol absoluto desidratado (Biosolve®),
Etanol 96% (Sigma-Aldrich®) e todos os outros produtos quimicos eram de grau analitico:
acetato de amonio (Merck®); dietilamina (Fluka®); acido formico 99% (Acros Organics®);
acido cloridrico (Sigma-Aldrich®); peroxido de hidrogénio 35% (Acros Organics®); hidroxido
de sodio (Sigma-Aldrich®) e CO, de grau N48 a ar liquido (Liege, Bélgica®).

6.4.2. Método

O ensaio foi realizado usando um gradiente de eluicdo com a fase movel A: CO; e B:
uma mistura ternaria de 70: 25: 5 metanol: etanol: agua v/v/v. O gradiente iniciou com 1 minuto
60:40 A: B v/v para reter o ERTM seguido de uma rampa linear de 20 min a 35:65 A: B V/v.
Esta composicdo permaneceu 4 minutos e depois voltou as condigdes iniciais durante mais
5 minutos. O volume da injegéo foi de 5 pL, as solugdes foram filtradas através de um filtro de
0,45 um antes de serem injetadas. A vazdo foi de 1 mL min, usando detector UV a 230 nm,
em temperatura de 20 °C. O regulador de contrapressao foi ajustado em 17,5 MPa (175 Bar).
Este método foi conduzido no Departamento de Quimica Orgéanica e Macromolecular na

Faculdade de Ciéncias da Universidade de Gante.
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6.4.2.1. Preparo da solucdo de ERTM SQR

Uma solucédo estoque foi preparada transferindo 50 mg de ERTM SQR (descritos no
item 4.1.), para baldo volumétrico de 10 mL, o qual foi completado com agua ultrapura para a
obtencdo de solugdo com concentragdo de 5000 pg mL™. Aliquotas desta solugdo foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com &gua purificada
para obtencdo das concentragdes de trabalho correspondentes a 200 a 700 pg mL™.

6.4.2.2. Preparo da solucdo de ERTM p¢ liofilizado para solucgéo injetavel

O contetdo de cinco frascos-ampola, com peso médio de 1,440 g de ERTM em p6 para
solucdo injetavel (descritos no item 4.2.), foi acondicionado em um recipiente para formacao
de um pool de amostras. A partir deste pool, massa equivalente a 50 mg de ERTM SQR foi
transferida para baldo volumétrico de 10 mL, o qual foi completado com agua purificada para
a obtencdo de solugdo com concentragio de 5000 ng mL™?. Aliquotas desta solugdo foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com &gua purificada

para obtencdo das concentrag@es de trabalho correspondentes a 200 a 700 pug mL™.

6.4.2.3. Preparo da fase movel

A fase mével foi constituida por proporc@es de metanol, etanol de grau CLAE e agua
purificada, estes solventes foram filtrados em membrana filtrante de nylon com poro de 0,45
um e 47 mm de didmetro (Millipore®), sob véacuo e desgaseificada no banho de ultrasom 2510E-
MT (Bransonic®) durante 30 minutos antes do uso. O CO2 de grau N48 (Liege, Bélgica®) foi
liberado por tubulagdes conectadas ao equipamento e a sua vazao foi controlada pela bomba de
fornecimento de CO; - Jasco PU-2080-CO2-plus.

6.4.3. Resultados e discusséo
O cromatograma tipico de ERTM obtido pelo método proposto foi apresentado na
Figura 21 item 5.9.3. e demonstrou que a amostra de ERTM sddico em po liofilizado para

solucdo injetavel esta condizente com 0 ERTM SQR no tempo de retencdo de 21 minutos.

6.4.3.1. Calculo do teor de ERTM em po liofilizado para solucéo injetavel

O doseamento de ERTM foi quantificado em triplicata em termos de absorvancia da
area do pico, nas concentrages de 500 pg mL * e o seu teor foi calculado matematicamente
segundo as Equagdes 6 e 7, descritas no item 3.9.2. O teor médio encontrado foi de 99,91 % e
DPR de 0,71 %.



178
Andlise Quantitativa

6.4.3.2. Conformidade do sistema cromatografico

O ICH (2005) estabelece o teste de conformidade do sistema cromatografico como parte
do processo de validacdo. O teste € uma etapa essencial para assegurar que 0S parametros
cromatograficos selecionados estdo aptos para a validacdo do método; a conformidade do
sistema cromatografico foi anteriormente apresentada e discutida na sec¢do qualitativa, item
5.9.3.1. em que se deu a escolha desses parametros.

6.4.3.3. Validacdo do método

O método foi validado segundo o item 3.9 que estd de acordo com as diretrizes
brasileiras e internacionais (IUPAC, 2002; BRASIL, 2017; ICH, 2005; FDA, 2015). Os
parametros avaliados foram linearidade, limite de quantificacdo, limite de deteccdo,

seletividade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), robustez e exatidao.

6.4.3.3.1. Seletividade por estudo da degradacéo forcada

O estudo de degradacdo forcada foi realizado pela exposicdo de ERTM po liofilizado
para solucdo injetavel em condicdes de degradacdo acelerada por estresse acido, alcalino,
neutro, oxidativo, térmico e fotolitico. Para desta forma, verificar se possiveis produtos de
degradacdo podem interferir na quantificagdo ERTM. As solucbes usadas para promover a
hidrélise &cida, alcalina e oxidativa foram HCI 0,01 M, NaOH 0,01 M e H20. 0,03 %.
Concomitantemente, também foi injetada uma amostra de controle (ERTM dissolvido em agua
apenas) para comparagao.

O estudo de estresse fotolitico foi realizado expondo ERTM SQR em p6 liofilizado para
solugdo injetavel sob luz UV 254 nm. Uma amostra de ERTM envolta em papel aluminio foi
usada como controle escuro para que ndo houvesse interferentes decorrentes ao tempo de
exposicao e temperatura decorrente da ldmpada (a sala foi mantida na temperatura de 25 °C
durante todo o periodo do estudo). Ambas as amostras de ERTM, a amostra exposta e a amostra
de controle escuro foram colocadas separadamente em placas de vidro do tipo Petri, na quais,
foram espalhadas para uma espessura nao superior a 3 mm, de acordo com as diretrizes ICH.
Para o estresse térmico, uma aliquota de ERTM pd liofilizado para solugdo injetavel foi
colocada em estufa a 60 °C e analisada de hora em hora. As amostras foram avaliadas até a
obtenc¢éo de 10 a 30%, de degradac6es e/ou um periodo maximo de 5 dias, no caso do estresse
fotolitico o tempo maximo recomendado é de 14 dias, como recomendado na literatura, pois

acima disso podem ser gerados produtos de degradacdo secundarios que ndo sdo de interesse
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em nosso estudo. Os estudos de estresse foram realizados de acordo com as diretrizes da ICH
RDC 58 e Blessy e colaboradores, 2014 (ICH, 2005; ANVISA, 2013; BLESSY et al., 2014).
As solucgbes utilizadas para promover a degradacdo também foram analisadas a fim de
verificar que estas substancias ndo coeluem juntamente com o ERTM podendo interferir na sua
quantificacdo. Dentre estas solugdes, apenas o perdxido de hidrogénio apresentou um pico no
inicio do cromatograma proximo do "volume morto" (tr = 5 minutos). Os adjuvantes, hidroxido
de sodio e bicarbonato de sodio também foram avaliados como “branco”. Deste modo,
verificou-se que ndo ha interferéncia das solugdes degradantes e/ ou dos adjuvantes contidos na

forma farmacéutica para a quantificacdo de ERTM pelo o método proposto (Figura 47).

Figura 47- Cromatogramas das solucGes usadas para promover a degradacéo e adjuvantes
sem qualquer vestigio de ERTM, pelo método CFS.
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No estudo de degradacéo for¢ada o decréscimo da area do pico de ERTM foi observado
quando comparado a area do pico de ERTM logo apds o preparo sem a presenca da solucao
degradante. Ndo foram observados picos adicionais significativos que poderiam interferir na
quantificacdo de ERTM durante a degradacédo de até 30%.

A degradacdo oxidativa e intensamente reativa e mesmo diluida em 0,3 % levou a
degradacédo de mais de 30% imediatamente ap0s a preparacao, 82,68% em 24 horas de anélise
guando a amostra foi preparada em agua e 56,36% quando a amostra foi preparada em metanol.
A degradacdo oxidativa foi a Gnica que apresentou produtos de degradacdo, no entanto esses
nédo coeluem junto ao pico de ERTM, e portanto, ndo interferem com a sua quantificacdo. Nas
outras condicOes degradantes ndo foram observados produtos interferentes (Figura 48).
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Figura 48- Cromatograma da degradagéo oxidativa (H202 0,03%), sobreposicdo do pico de
ERTM sem degradacéo e ap6s 24 horas de degradacdo, pelo método CFS.
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A degradacdo oxidativa foi mais intensa, seguida pela degradacdo térmica, alcalina,
acida, neutra e fotolitica, respectivamente. Os pardmetros que resultaram na degradacdo de
cerca de 30% sdo apresentados na Tabela 47 e nas Figuras 49 a 55.

Tabela 47- Percentuais obtidos no estudo de degradacéo forcada para ERTM pelo método
CFS

Parametros Tempo Quantidade degradada (%)
H20,0,03% Imediatamente apds a preparagdo 42,43
Térmica 60 °C 1h 44,72
Neutra 60 °C 2h 35,12
Neutra 40 °C 24 h 26,29
NaOH 0,01 M 36 h 29,89
HCI 0,01 M 120 h 26,86
Neutra 25 °C 120 h 30,24
UVCosy 14 dias 15,62

Figura 49- Cromatogramas de ERTM 100 pug mL™ tempo zero (preto) e apds 36 h (azul), sob
degradacdo alcalina (NaOH 0,01 M) a 25 °C, para o método por CFS.
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Figura 50- Cromatogramas de ERTM 100 pg mL* tempo zero (preto) e ap6s 120 h (azul), sob
degradacéo &cida (HCI 0,01 M) a 25 °C, para o0 método por CFS.
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Figura 51- Cromatogramas de ERTM 100 pug mL™ tempo zero (preto) e apds 1 h (azul), sob
degradacéo térmica a 60 °C, para 0 método por CFS.
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Figura 52- Cromatogramas de ERTM 100 pug mL™ tempo zero (preto) e apds 2 h (azul), sob

degradacdo neutra (4gua) a 60 °C, para o0 método por CFS.
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Figura 53- Cromatogramas de ERTM 100 pg mL* tempo zero (preto) e apds 24 h (azul), sob
degradacdo neutra (agua) a 40 °C, para 0 método por CFS.
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Figura 54- Cromatogramas de ERTM 100 pg mL* tempo zero (preto) e ap6s 120 h (azul), sob
degradacdo neutra (agua) a 25 °C, para 0 método por CFS.
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Figura 55- Cromatogramas de ERTM 100 pg mL™ tempo zero (preto) e ap6s 14 dias (azul),
sob degradagéo fotolitica (luz UVCazss Nm) 25 °C, para 0 método por CFS.
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6.4.3.3.2. Limites de deteccéo e de quantificagéo

O LD e LQ foram determinados injetando triplicata de solugdes em concentracfes
crescentes de ERTM, preparadas por dilui¢do seriada. O LD foi determinado pela observacgéo
do “signal-to-noise ratio ”’(sinal-ruido) de s/n > 3 para LD e s/n > 10 associado ao DPR% da
area do pico em triplicata < 2 para LQ, como recomendado por Snyder, Kirkland, Dolan, 2010,
para avaliacdo das condi¢des cromatogréficas. Os resultados encontrados para LD e LD séo

apresentados na Tabela 48 e ilustrados nas Figuras 56 a 58.

Tabela 48- Limites de deteccdo e de quantificacdo para ERTM pelo método de CFS

ERTM (ug mLY) area % DPR
19908
10 10516 39,56
10572
33821
20 44254 14,55
43865
80453
30 84942 7,45
73198
120996
40 127822 3,43
120126
141423
50 144873 2,27
135783
209558
60 205487 1,17
205230
238542
70 235501 0,96
234116
297492
80 294438 0,76
293119
309236
90 306612 0,68
305085
345872
100 345732 0,56
342483

*DPR — Desvio padréo relativo
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Figura 56- Limites de deteccéo e de quantificagdo para ERTM pelo método de CFS.
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Figura 57- Determinacdo do limite de deteccdo de ERTM em pd liofilizado para solugédo
injetavel no método CFS.
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Figura 58- Determinacdo do limite de quantificacdo de ERTM em pé liofilizado para solucédo
injetavel no método CFS.
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O LD e o LQ também podem ser verificados usando a curva analitica feita em triplicata
e calculados segundo preconizado pela ICH, 2005, que se baseiam no desvio padrdo do
intercepto e na inclinacdo da curva analitica, apresentados nas Equacdes 8 e 9 do item 3.9.4.
Neste caso, os valores foram de 20,69 ng mL™? e 62,71 pg mL™?, para deteccdo e limite de
quantificacéo, respectivamente. Estes resultados estdo de acordo com o método proposto por
Snyder, Kirkland, Dolan (2010).

E verdade que o limite de deteccdo e quantificacio de CFS é maior do que as técnicas
cromatograficas tradicionais. No entanto, é valido mencionar que 0 método ndo pretende
quantificar ERTM em matrizes complexas, sendo sua aplicabilidade focada para a quantificagcéo
da substancia em forma farmacéutica, podendo assim, usar quantidades maiores, que

proporcionam resultados mais precisos e robustos.

6.4.3.3.3. Linearidade

A linearidade foi avaliada pela analise de regressdo da curva analitica que foi construida
tracando os valores médios das areas no pico cromatografico obtidas experimentalmente em
relacdo as suas respectivas concentracdes. O ensaio foi realizado em triplicata em trés dias
diferentes. A avaliacdo estatistica foi realizada pelo método dos minimos quadrados e ANOVA.

A curva de analitica para ERTM SRQ foi construida através da disposicdo do valor
médio das absorvancias em relacéo as suas respectivas concentracgdes.

O resultado foi representado pela equagio y = 7426,6 x + 51489, e R? 0,9996, como
representado na Figura 59. A homocedasticidade dos dados foi avaliada pela analise dos

residuos (Figura 60).

Figura 59- Curva analitica de ERTM, obtida pelo o método CFS.
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Figura 60 - Analise de residuos para ERTM pelo método CFS.
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Os valores das absorvancias obtidas para a curva analitica de ERTM SQR estdo

demonstrados na Tabela 49.

Tabela 49- Valores das absorvancias referentes a ERTM SRQ para a construgdo da curva

analitica através do método de CFS

Concentracéo Absorvancia? Absorvancia média DPR"(%)
1540408
200 1525140 1529031 0,65
1521546

2265287
300 2213873 2248164 1,32
2265333

3064698
400 2995932 3057039 1,89
3110486

3812158
500 3795462 3793985 0,50
3774335

4598113
600 4437087 4508589 1,82
4490566

5207486
700 5279275 5224029 0,94
5185326
3\/alor médio de trés determinacdes; "DPR: desvio padréo relativo
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A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de ERTM SQR esté apresentada
na Tabela 50.

Tabela 50- Analise de variancia dos valores de area determinados na obtencdo da curva
analitica de ERTM SQR, utilizando o método por CFS

Graus de Soma de F F

Fontes de variagao liberdade guadrados Variancia calculado tabelado

Entre concentracdes 5 28967672436945 5793534487389  2518,20* 3,11

Regressao linear 1 28944914260407 28944914260407 12581,13* 4,75
Desvio da 4 22758176538 5689544134 2,47 3,26
linearidade

Residuo 12 27607939784 2300661648
Total 17 28995280376730

*Significativo para p < 0,05

6.4.3.3.4. Preciséo

Avaliou-se a precisdo do método através do célculo do DPR percentual das amostras,
submetidas a ensaios de repetibilidade (intradia) e precisdo intermediaria (interdias) como
previamente descritas no item 3.9.6.

Para a determinacdo da repetibilidade, sete solu¢bes de ERTM SQR foram submetidas
a analises sucessivas realizadas no mesmo dia e sob as mesmas condi¢fes experimentais,
laboratério e analista, forneceram DPR de 1,48%. A determinacéo da precisdo intermediéria foi
realizada pelo DPR dos teores obtidos em trés dias consecutivos e pela comparacdo de analises

realizadas por diferentes analistas, conforme apresentado na Tabela 51.

Tabela 51- Precisdo intermediaria do método analitico para analise de ERTM por CFS

Precisdo interdias Precisao entre-analistas
Dia Teord2  Teor médio DPRP Analista Teor2 Teor médio DPRP
(%) (%) (%) (%0) (%) (%)
1 99,29 A 99,82
99,06 1,09
2 98,76 99,91 0,71 B 98,30
3 100,68

6.4.3.3.5. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo método de adigdo, no qual quantidade
conhecida de SQR ¢ adicionada a amostra. A recuperacdo foi realizada em trés diferentes
concentracdes, R1, R2 e R3, equivalentes a 80, 100 e 120 % da concentracdo media. A

percentagem de ERTM recuperado foi calculada matematicamente por recuperacdo (Equacéo
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10, item 3.9.7.). Para o preparo das solucdes do teste de recuperacées, volumes de 200 pL (R1),
300 pL (R2) e 400 pL (R3) da solugdo SQR (1000 pg mL™?) foram transferidos para balGes
volumétricos de 10 mL, aos quais foram adicionados 200 pL da solu¢do de ERTM po liofilizado
para solucdo injetavel preparada na mesma concentracdo e completadas com agua purificada
para juntas perfazerem a concentracdo desejada. Desta forma, as seguintes concentragdes foram
obtidas: R1: 400 pg mL?, representando amostra de 80% de percentual médio,
R2: 600 pg mL?, representando amostra de 100% de percentual médio e R3: 500 ug mL?,
representando amostra de 120% de percentual médio. A quantidade de SQR adicionada para

avaliar a exatiddo pelo teste de recuperacdo € apresentado na Tabela 52.

Tabela 52- Quantidade de ERTM adicionada no teste de adicdo do método CFS

ERTM amostra ERTM SQR Concentracéao %
(H9) (19) tedrica (Ug)
Amostra 200 0 - 2000 e
R1 200 200 400 80
R2 200 300 500 100
R3 200 400 600 120
SQR - 200 200 e

A analise de trés concentracOes na faixa pré-estabelecida correspondem a porcentagem
média de 99,57% + 1,70% (Tabela 53).

Tabela 53- Exatiddo do método analitico para analise ERTM por CFS

ERTM SQR ERTM SQR

- Recuperacdo Recuperacao DPRP
adicionado encontrado? -
(ug mL?) (ug L) oo medalo OO
R1 200 196,54 98,27
R2 300 296,91 98,97 99,57 0,70
R3 400 405,92 101,48

aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padrao relativo

Com isso, a exatiddo do método aponta que o método proposto tem capacidade de gerar

resultados reprodutiveis com uma baixa variacdo de resposta entre ensaios independentes.

6.4.3.3.6. Robustez

A robustez do método foi avaliada fazendo pequenas alteracfes aos parametros
simultaneamente para mostrar que a validade do método é mantida. Para isso, doseamentos de
solugBes de ERTM SQR versus amostras contendo 500 ug mL™ foram realizados em triplicata
de acordo com o planejamento fatorial de Plackett-Burman, anteriormente apresentado no item
3.9.8.
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A escolha dos parametros e 0s niveis em que devem ser testados sdo muito importantes
para obtengdo de um teste de robustez confiavel. As variaveis devem ser condizentes com a
realidade pratica e os niveis devem refletir a variacdo que pode ser geralmente observada. Os

parametros e os niveis de variagdo testados sdo apresentados na Tabela 54.

Tabela 54- Parametros selecionados e niveis de variabilidade para CFS

_ _— - Condicéo
Parametros Unidade Limit andlgao Condicéo variada
e variada (-1) normal (0) (1)
A.Marcado etanol ~ -- - Sigma® Acros® Biosolve®
B. Vazéo da fase movel mL min? 0,1 0,9 1,00 1,1
C. Quantidade de aditivo % 0,1 4,9 5 51
D. Volume de injecéo mL 0,1 4,9 5 51
E. Regulador de bar 1 174 175 176
contrapressao
F. Comprimento de onda nm 1 229 230 231
G. Temperatura do forno °C 1 19 20 21

-1= Nivel inferior; 0= Nivel Normal e 1 Nivel superior.

Para determinar a influéncia das alteracfes em cada parametro no resultado, comparou-
se a média da dosagem realizada em ensaios em triplicata correspondentes a intervalos normais
com a media da dosagem correspondente aos niveis modificados. O efeito médio de cada
variavel € a diferenca média entre as observac6es feitas nos niveis modificados e as feitas no
nivel 6timo. O desvio de cada fator foi calculado usando a metodologia proposta por Youden e
Steiner (1975). As concentragdes encontradas em condigdes normais e alteradas para cada fator

séo apresentadas na Tabela 55.

Tabela 55- Teor resultante de cada variacao obtido no teste de Plackett-Burman, CFS

Parametro (-1) Teor de -1 (%)?° (1) Teor de 1(%)*"

Marca do etanol Sigma®  99.66 — 102,71=13,05]  Biosolve® 100,86 —100,27= 0,59
Vazdo (mL min™) 0,99 100,79 - 101,59=10,79] 1,01 100,14 — 100,99=0,86|
Quantidade de aditivo  4,9% 101,07 - 101,31=10,24] 5,1% 100,39 — 100,74=0,35|
Volume de injecéo 4,9 101,30 - 101,08=10,22] 5,1 100,97 - 100,16= 10,81

Regulador de

) 174 101,19 - 101,18=0,01| 175 100,37 — 100,77= |0,40]
contrapresséo (bar)
(Crﬁgp“me”to deonda g 101,41 - 100,97= 0,44 231 100,48 — 100,65= [0,18]
(Toecn)‘perat“ra doforno 4 101,35 101,03= 0,31 21 99,83 — 101,30= |1,47|

aMédia de teores obtidos nas condigdes normais - Média de teores obtidos nas condicOes alteradas;
bCritérios de referéncia calculados: [2,43| para o teste -1 e |1,55| para o teste 1

Os efeitos resultantes dos parametros alterados foram avaliados em comparagdo com 0s

valores obtidos como referéncia para o teste. Os resultados apresentam pequenas diferenca de
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teores que ndo interferem com a quantificagdo do ERTM. E interessante notar que foi possivel
quantificar ERTM utilizando etanol desidratado absoluto Biosolve® em comparagdo com etanol
99,8% Acros® grau CLAE. Isto permite o uso de um etanol de baixo custo para o laboratério,
sem prejuizo da analise. Os resultados indicaram a validade do método é mantida, mesmo com
pequenas variacOes nas suas condicdes de trabalho.

Os resultados da validagdo do método para a analise do ERTM mostraram que o método
desenvolvido por CFS é apropriado para quantificar o ERTM em po liofilizado para solugédo
injetavel. A técnica atende aos requisitos das recomendacbes do ICH, e portanto, é uma
ferramenta apropriada para a andlise de rotina na industria farmacéutica.

Ao longo dos anos, a CFS teve bons e maus momentos, embora apresente inimeras
vantagens que a torna uma técnica interessante, como um rapido equilibrio da coluna
cromatografica devido as suas propriedades fisicas propiciarem uma melhor transferéncia de
massa associadas a alta vaz&o; as varias possibilidades de combinac¢des de pardmetros para a
obtencdo da seletividade desejada como alteracdes da densidade do modificador, presséo,
vazdo, temperatura, adicao de aditivos ao solvente organico, bem como, gradientes de pressao,
densidade ou quantidade de modificador organico que podem ser usado sem grandes declives
da linha de base devido a transparéncia do diéxido de carbono em detector ultravioleta - UV,
quando se usa baixo teor de modificador orgénico na fase mével. Ainda hoje, ndo é uma técnica
usada para a analise de farmacos no controle de qualidade de rotina farmacéutica.

Nos ultimos anos, a quimica verde tem se destacado e ganhado impulso dentro das
universidades, industrias farmacéuticas e 6rgdos ambientalistas. Revistas e websites tém se
dedicado a encorajar a quimica verde uma vez que, procura reduzir e, se possivel, eliminar a
origem da poluicédo para proteger a salde humana e 0 meio ambiente.

No entanto, isso ndo é uma tarefa facil e sdo muitas as discussdes a respeito. Técnicas
cromatograficas que usam CO. como fase modvel contribuem para a ecologizagdo das
separacOes, muitas pessoas podem se questionar como isso € possivel, se o didxido de carbono
também esta ligado ao aquecimento global. Mas o CO, usado em CFS é recuperado da
atmosfera. Além disso, para 0s processos de preparagdo, o CO- € reciclado. Pode se observar
gue as conferéncias internacionais de cromatografia em fluidos supercriticos sdo organizadas
por “grupos de quimica verde”, o que corrobora esta ideia. Trocar solventes e aditivos toxicos
em cromatografia também tem sido aceito como quimica verde (BRUNELLI et al., 2010;
VANHOENACKER et al., 2010).

Com a introdug&o de novas fases estaciondrias associados a aditivos de fase movel uma

ampla gama de substancias sdo passiveis de separacdo por CFS, com isso, a CFS tem se
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mostrado uma opcao viavel para separacdo de substancias de diferentes polaridades e em
diversas areas devido a sua ortogonalidade em relacdo as técnicas tradicionais.

Atualmente, a popularidade da técnica por CFS estd aumentando devido a seu carater
verde. A CFS é considerada um método ambientalmente amigavel para minimizar o uso de
solventes organicos e aditivos tdxicos, minimizando problemas com a eliminacao de residuos
e o risco de exposicao dos trabalhadores de laboratério. A CFS tem se destacado devido ao alto
desempenho, eficiéncia e versatilidade que faz de CFS o complemento para cromatografia
liquida de fase reversa e cromatografia com interacdo hidrofilica. Técnicas consideradas
"verdes" vém sendo apreciada e um futuro promissor para CFS é esperado. Em breve a CFS
terd o seu lugar no controle de qualidade de rotina farmacéutica.

Este trabalho procurou compilar e discutir alguns dos interessantes resultados
apresentados para aumentar a consciéncia dos beneficios significativos desta técnica e um
método analitico para analise de rotina de ertapenem sddio foi desenvolvido por CFS. O método
cromatografico proposto apresentou limite de deteccdo, limite de quantificacdo, linearidade,
precisdo, exatiddo e robustez como preconizado pelos regulamentos vigentes (ICH, 2005).

Além disso, é uma excelente alternativa para o ambiente.

6.5. ELETROFORESE CAPILAR

Eletroforese capilar € uma técnica de separagdo versatil que pode ser usada para uma
ampla gama de substancias. A técnica consiste na migracdo de espécies carregadas
eletricamente, presentes em uma solucéo eletrolitica dentro de um capilar, ao qual, um campo
elétrico é aplicado gerando uma corrente no seu interior. A separacdo de substancias ocorre pela
diferenca da mobilidade eletroforética. Todo ion em solucdo possui uma mobilidade que é
caracteristica para cada ion. Essa mobilidade € determinada pela forca elétrica que as espécies
ionizadas, moléculas ou particulas, sofrem, balanceada com as forcas de friccdo geradas pela
passagem das especies pelo meio (SPUDEIT; DOLZAN; MICKE, 2012).

Quando a separacéo envolve solutos com carater acido-base, a mobilidade eletroforética
do soluto depende do pH do eletrdlito. Assim sendo, o controle do pH é aconselhavel e a escolha
de uma solugdo tampdo adequada tém implicacGes diretas na otimizacdo da separacdo
(TAVARES, 1997). Os parametros escolhidos para o desenvolvimento do método pela técnica
de eletroforese capilar foram apresentados e discutidos no item 5.10.3. A técnica de eletroforese
capilar vem sendo utilizada para a separacdo de farmacos, neste trabalho é proposto um método

para analise de rotina de ERTM.
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6.5.1. Material

O método foi realizado em sistema de eletroforese capilar P/ACE® MDQ (Beckman
Coulter®) com detector UV, capilar revestido de silica fundida com didmetro interno de 75 pm
e comprimento efetivo de 30 cm. O eletrdlito usado foi tampéo fosfato de sédio 10 mM a pH 7.
Para a realizacdo do método foi utilizada balanca analitica modelo SECURAZ2250-1S
(Sartorius®, Goettingen - Alemanha); ERTM SQR e ERTM p6 liofilizado para solugdo
injetavel, descritos nos itens 4.1. e 4.2. A lavagem do capilar foi realizada com solucéo de
NaOH nas concentracdes de 1 M e 0,1 M, HCI 0.1 M bem como agua purificada obtida atraves
de equipamento Milli-Q® Plus (Millipore®, E.U.A). Os reagentes utilizados para a degradacéo
foram &cido cloridrico 0,01 M (Qhemis®), hidroxido de sodio 0,01 M (Cinetica®) e peréxido de
hidrogénio 0,03 % (Vetec®). Todas as solugdes foram filtradas em membrana de nylon com
poro de 0,45 um e 47 mm de didmetro (Millipore®) e foram desgaseificadas em banho
ultrassdnico modelo 2510E-MT (Branson®, Danbury - CT EUA).

6.5.2. Método

O eletrolito utilizado no método de eletroforese capilar foi tampéao fosfato de sddio
10 mM a pH 7; voltagem 15 KV; tempo de introducdo da amostra de 5 segundos e a lavagem
do capilar prévia a cada analise foi de 2 minutos. A temperatura do cartucho e do amostrador
foi de 25 °C e o comprimento de onda do detector foi ajustado em 214 nm. A solucdo diluente,
o eletrdlito, as solucBes usadas para promover a degradacdo, bem como, os adjuvantes
hidroxido de sédio e bicarbonato de sddio na proporgoes equivalente a da forma farmacéutica
em po liofilizado para solucéo injetavel INVANZ® do Laboratério Farmacéutico Merck Sharp
& Dohme, foram avaliadas como “branco” ou seja, solugdo sem qualquer vestigio de ERTM
para avaliar possiveis picos interferentes durante a analise. O método foi validado segundo o
item 3.9 que estd de acordo com as diretrizes BRASIL (2017) e ICH (2005). Os parametros
avaliados foram: linearidade, limite de quantificacao, limite de deteccéo, seletividade, precisdo
(repetibilidade e precisdo intermediaria), robustez e exatiddo. Este método foi conduzido no
Laboratorio do Grupo de Pesquisa de Analise Farmacéutica na Universidade KU Lovaina, na

Bélgica.

6.5.2.1. Preparo da solugdo de ERTM SQR
Foi pesada a massa de 10 mg de ERTM SQR (descrito no item 4.1.), e transferida para
baldo volumétrico de 10 mL, cujo volume foi completado com &gua purificada, para a obtencéo

de solugdo com concentragio de 1000 ug mL*. Aliquotas desta solugdo foram transferidas para
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balGes volumétricos de 10 mL e o volume foi completado com metanol para obtencdo das
concentragdes de trabalho correspondentes a 70, 80, 90, 100, 110 e 120 pg mL™.

6.5.2.2. Preparo da solucdo de ERTM p¢ liofilizado para solucgéo injetavel

O contetdo de cinco frascos-ampola, cujo peso medio foi de 1,440 g de ERTM em pé
para solucéo injetavel (descritos no item 4.2.), foi acondicionado em recipiente para formacéo
de um pool de amostras. A partir deste pool, massa equivalente a 10 mg de ERTM foi pesada e
transferida para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi completado com &gua, para a
obtengdo de solugdo com concentragdo de 1000 pg mL™?. Desta solugdo, aliquotas foram
transferidas para balGes volumétricos de 10 mL, e o volume foi completado com metanol para

obtencéo das concentragdes de trabalho correspondentes a 70, 80, 90, 100, 110 e 120 pg mL™.

6.5.2.3. Preparo do eletrdlito

A solucdo tampédo fosfato de potassio 10 mM a pH 7 foi preparada segundo a
Farmacopeia Brasileira (2010), em que 136 mg de fosfato de potassio dibasico e 40 mg de
fosfato de potassio monobasico foram dissolvidos em agua purificada suficiente para 100 mL.
Quando necessario, o pH foi ajustado para 7 usando &cido fosforico 6 M ou hidroxido de
potéssio 10 M.

6.5.3. Resultados e discusséo

O eletroferograma tipico de ERTM obtido pelo método proposto foi apresentado na
Figura 25 item 5.10.3 e demonstrou que a amostra de ERTM sodico em po liofilizado para
solucdo injetavel esta condizente com 0 ERTM SQR no tempo de reten¢do de 3,15 minutos.

6.5.3.1. Calculo do teor de ERTM em po liofilizado para solucéo injetével

As leituras das solucgdes de amostra foram realizadas em cromatografo no comprimento
de onda de 214 nm. O doseamento de ERTM foi quantificado em triplicata em termos de
absorvancia da area do pico, nas concentragdes de 100 pug mL* e o seu teor foi calculado
matematicamente segundo as Equac@es 6 e 7 descritas no item 3.9.2. O teor médio encontrado
foi de 99,94 % com DPR 0,85 %.

6.5.3.2. Conformidade do sistema eletroferografico
O ICH (2005) estabelece teste de conformidade do sistema eletroferografico como parte

prévia ao processo de validagdo. O teste € uma etapa essencial para assegurar que 0s parametros
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eletroferografico selecionados estdo aptos para a validagcdo do método. O teste de conformidade
do sistema foi anteriormente apresentado e discutido na se¢do qualitativa, item 5.10.4, em que

se deu a escolha desses parametros.

6.5.3.3. Validac@o do método

O método foi validado segundo o item 3.9 que esté de acordo com as diretrizes BRASIL
(2017) e ICH (2005). Os parametros avaliados foram: linearidade, limite de quantificacdo,
limite de deteccdo, seletividade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), robustez e

exatidao.

6.5.3.3.1. Seletividade por estudo da degradacéo forcada

O estudo do estresse foi determinado submetendo a solucdo ERTM po liofilizado para
solugdo injetavel (100 pg mL™?) a degradacéo acelerada por estresse alcalino, acido, neutro,
oxidativo, térmico e fotolitico para avaliar possiveis interferéncia dos produtos de degradagéo
na sua quantificacdo. As hidrolises acida e alcalina foram realizadas em HCI 0,01 M e
NaOH 0,01 M, respectivamente. No estudo de estresse oxidativo, uma solucdo de amostra de
ERTM pd liofilizado para solucao injetavel foi preparada usando perdéxido de hidrogénio 0,03%
(p/p) em agua como diluente. Essas solucbes foram avaliadas por 5 dias, concomitantemente a
uma amostra controle (ERTM pd liofilizado para solucéo injetavel dissolvido em agua) para
comparacdo. O estresse fotolitico de ERTM foi conseguido expondo uma amostra de ERTM
po liofilizado para solucdo injetavel a luz UVzs4 nm. A amostra ERTM po liofilizado para
solucdo injetavel foi espalhada em um vidro de rel6gio a uma espessura ndao superior a 3 mm
de acordo com as diretrizes do ICH, o mesmo foi feito para o “controle escuro” (amostra de
ERTM protegida em papel aluminio), ambas foram submetidas as mesmas condi¢des de modo
a garantir que ndo houvesse interferéncias decorrentes ao tempo de exposicao e temperatura
decorrente da lampada (a sala foi mantida na temperatura de 25 °C durante todo o periodo do
estudo). Ambas as amostras foram avaliadas durante 5 dias. Para o estudo de estresse térmico
do estado solido, uma amostra de ERTM pd liofilizado para solucéo injetavel foi colocada em
estufa a 50 °C e analisada de hora em hora.

As amostras foram avaliadas até a obtencdo de 10 a 30%, de degradagdes e/ou um
periodo méximo de 5 dias, com excecdo do estresse fotolitico que pode ser avaliado por até
14 dias, como recomendado na literatura. Acima desta porcentagem, produtos de degradacéo
secundarios podem ser gerados e estes ndo sdo de interesse em nosso estudo. Os estudos de
estresse foram realizados de acordo com as diretrizes da ICH (2005); ANVISA (2013) e Blessy
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e colaboradores (2014). Os resultados de degradacdo séo apresentados na Tabela 56 e nas
Figuras 61 a 66.

Tabela 56- Percentuais obtidos no estudo de degradacéo forcada para ERTM pelo método

eletroforese capilar

Parametros Tempo Quantidade degradada
(%)
Neutra 2 dias 24,39
NaOH 0,01 M 3 horas 20,85
HCI1 0,01 M 15 min 23,43
H202 0,03 % 45 min 23,24
Térmica 50 °C 3 horas 21,12
UVCas4a 5 dias 22,47

Figura 61- Eletroferograma de ERTM no estudo de degradacdo neutra a temperatura ambiente

(25 °C), apds 120 horas, pelo método de eletroforese capilar.

MMMMM

Figura 62- Eletroferograma de ERTM no estresse fotolitico (UVC2ss), ap6s 14 dias, pelo

método de eletroforese capilar

MMMMM
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Figura 63- Eletroferograma de ERTM na degradacéo acida (HCI 0,01 M), ap6s 120 horas, pelo
método de eletroforese capilar.
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Figura 64- Eletroferograma de ERTM na degradacéo alcalina (NaOH 0,001 M), ap6s 36 horas,
pelo método de eletroforese capilar.
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Figura 65- Eletroferograma de ERTM na degradacao oxidativa (H202 0,03%), apds 24 horas,

pelo método de eletroforese capilar.
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Figura 66- Eletroferograma de ERTM no estresse térmico (50 °C), ap6s 1 hora, pelo método

de eletroforese capilar

6.5.3.3.2. Linearidade

A linearidade foi avaliada pela analise de regressdo da curva analitica que foi construida
tracando os valores médios das areas no pico eletroferografico obtidas experimentalmente em
relacdo as suas respectivas concentracdes. O ensaio foi realizado em triplicata em trés dias
diferentes. A avaliacdo estatistica foi realizada pelo método dos minimos quadrados e ANOVA.

A curva de analitica para ERTM SRQ foi construida através da disposicao do valor
médio das absorvancias em relacdo as suas respectivas concentracdes. O resultado foi
representado pela equacio y = 2281,7 x — 24495, com R? 0,9994, como representado na Figura

67 e o grafico de residuos da anélise de ERTM na Figura 68.

Figura 67 - Curva analitica de ERTM pelo método eletroforese capilar.
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Figura 68 - Analise de residuos para ERTM pelo método eletroforese capilar.
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Os valores das absorvancias obtidas para a curva analitica de ERTM SQR estdo

demonstrados na Tabela 57.

Tabela 57- Valores das absorvancias referentes a ERTM SRQ para a construgdo da curva

analitica através do método de eletroforese capilar

Concentracéo Absorvancia! Absorvancia média DPR? (%)

70

80

90

100

110

120

133634
135207
137107

156275
158109
155180

180156
183827
183258

202641
205979
204223

224246
227441
226910

247387
249463
249711

135316

156522

182413

204281

226199

248854

1,29

0,95

1,08

0,82

0,76

0,51

L valor médio de trés determinagdes; 2DPR: desvio padrio relativo
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A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de ERTM SQR é apresentada na
Tabela 58.

Tabela 58 - Analise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencéo da curva

analitica de ERTM SQR, utilizando o método de eletroforese capilar

Fontes de Graus de Soma de Variancia F F
variacao liberdade guadrados calculado tabelado
Entre 27348000160 5469600032  1993,04* 311
concentracOes
Rel?rzzzsrao 1 27315622241 27315622241  9953.42* 475
Desvio da 4 32377918 8094479 2.05 3,26
linearidade
Residuo 12 32932159 2744346
Total 17 27380932319 ---

*Significativo para p < 0,05

6.5.3.3.3. Limites de deteccéo e de quantificacéo

O limite de deteccdo (LD) e o limite de quantificacdo (LQ) foram calculados segundo
Equacdes 8 e 9 descritas no item 3.9.4. e estdo de acordo com o preconizado na literatura (ICH,
2005). A menor concentragio detectada por esse método analitico foi 0,77 pg mL™ e pode ser

quantificada a partir de 2,32 pg mL™,

6.5.3.3.4. Preciséo

A precisdo do método foi avaliada segundo o item 3.9.6. A repetibilidade (intradia) foi
verificada pela analise consecutiva de sete solu¢des de ERTM SQR preparadas na concentracdo
de 100 pg mL* e analisadas no mesmo dia, sob as mesmas condigdes experimentais, laboratério
e analista, que forneceu DPR de 1,62%. A precisao intermediaria foi avaliada em diferentes
dias (interdias) e por diferentes analistas, sob as mesmas condi¢Oes experimentais. Os

resultados sdo apresentados na Tabela 59.
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Tabela 59- Precisdo intermediéria do método analitico para anélise de ERTM por eletroforese

capilar
Precisdo interdias Precisao entre-analistas
Dia Teor? Teor DPRP Analista Teor2 Teor médio DPRP
(%)  medio (%) (%) (%) (%) (%)
1 100,84 1 100,84
99,94 % 0,85 100,12 1,02
2 99,83 2 99,40
3 99,15

aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padréo relativo

6.5.3.3.5. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo método de adicdo, no qual quantidade
conhecida de SQR é adicionada a amostra. A recuperacdo foi realizada em trés diferentes
concentragfes, R1, R2 e R3, equivalentes a 80, 100 e 120 % da concentracdo média. A
percentagem de ERTM recuperado foi calculada matematicamente por recuperacdo (Equacéo
11, item 3.9.7.). Para o preparo das solucdes do teste de recuperacées, volumes de 100 pL (R1),
300 puL (R2) e 500 pL (R3) da solugdo SQR (1000 pg mL™?) foram transferidos para balGes
volumeétricos de 10 mL, aos quais foram adicionados 700 pL da solugdo de ERTM po liofilizado
para solucdo injetavel preparada na mesma concentracdo e completadas com agua purificada
para juntas perfazerem a concentragao desejada. Desta forma, as seguintes concentragdes foram
obtidas: RI1: 80 pg mL?, representando amostra de 80% de percentual médio,
R2: 100 pg mL?, representando amostra de 100% de percentual médio e R3 120 pg mL™,
representando amostra de 120% de percentual médio. A quantidade de SQR adicionada para

avaliar a exatidao pelo teste de recuperacdo é apresentada na Tabela 60.

Tabela 60- Quantidade de ERTM adicionada no teste de adi¢do do método eletroforese capilar

ERTM amostra (ug) ERTM SQR (ug) Concentragdo tedrica (Ug) %
Amostra n - 70 0 e
R1 70 10 80 80
R2 70 30 100 100
R3 70 50 120 120
SQR - 70 0 -

Os resultados experimentais para a exatiddo do método e encontram-se na Tabela 61.
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Tabela 61 - Exatiddo do método analitico para analise ERTM por eletroforese capilar

ERTM SQR ERTM SQR Recuperacdo Recuperacdo DPRP
adicionado encontrado? (%) média (%) (%)
(g mL™) (ug mL™)
R1 80 79,86 99,83
R2 100 100,08 100,08 100,59 1,09
R3 120 122,21 101,84

aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padréo relativo

6.5.3.3.6. Robustez

A robustez do método foi testada quanto a influéncia de pequenas variagdes dos
parametros pré-definidos: concentracdo da solugdo tamponante, voltagem, comprimento de
onda, tempo de introducdo da amostra, lavagem do capilar, temperatura do cartucho e
temperatura do amostrador. A robustez foi avaliada pelo doseamento de ERTM SQR versus
ERTM pd liofilizado em triplicata na concentragdo de 100 pg mLt. Para determinar a influéncia
das variacGes de cada parametro no resultado final, a média do doseamento, realizado em
triplicata correspondente aos parametros normais, foi comparada as médias dos doseamentos
correspondentes aos niveis alterados. As diferentes condi¢des foram avaliadas simultaneamente
pelo modelo fatorial Plackett-Burman e os resultados obtidos foram calculados usando a
metodologia proposta por Youden e Steiner (1975), como discutido anteriormente no item
3.9.8.

A escolha dos parametros e os niveis em que devem ser testados sdo muito importantes
para obtencdo de um teste de robustez confiavel. As varidveis devem ser condizentes com a
realidade pratica e os niveis devem refletir a variacdo que pode ser geralmente observada. Os

parametros e 0s niveis de variacdo testados sdo apresentados na Tabela 62.

Tabela 62- Parametros selecionados e niveis de variabilidade para eletroforese capilar

Condicao

variada Condicdo Condigao
Parametros Unidade Limite (-1) normal (0) variada (1)
A. Concentragdo tampao mM 1 9 10 11
B. Voltagem kV 1 14 15 16
C. Comprimento de onda nm 1 213 214 215
D. Tempo de introdugdo da amostra S 1 4 5 6
E. Lavagem do capilar min 1 1 2 3
F. Temperatura do cartucho °C 1 24 25 26
G. Temperatura do amostrador °C 1 24 25 26

-1 = Nivel inferior; 0 = Nivel Normal e 1 Nivel superior.
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O efeito medio de cada variavel é a diferenca média entre as observacgdes determinadas
nos niveis extremos e aqueles determinados no nivel ideal em modulo. Os efeitos resultantes
dos parametros alterados foram avaliados segundo a Equacdo 11 e, foram comparados aos
valores obtidos como referéncia de 1,31 para os niveis inferiores (-1) e 0,80 para 0s niveis
superiores (1). Nenhum efeito apresentou resultado significativo, indicando que o método
proposto € robusto. Os teores encontrados nas condi¢es normais e alteragdes de cada fator séo

apresentados na Tabela 63.

Tabela 63 - Teor resultante de cada variacdo obtido no modelo de Plackett-Burman em

eletroforese capilar

Parametro (-1) Teor do teste -1 (%)*° (1)  Teor do teste 1(%)*"
A. Concentracao tampéo (mM) 9 100,49-100,20=00,29] 11 100,84 —100,22=0,62|
B. Voltagem (kV) 14 100,66 —100,03=|0,63] 16 100,02 —101,04=1,03|

C. Comprimento de onda (nm) 213 100,35-100,34=10,01| 215 100,62 -100,44=10,17|

D. Tempo de introdugdo da 4 100,31-100,39=0,08] 6 101,03 100,03=[1,01]

amostra (s)

E. Lavagem do capilar (min) 1 100,68 -100,02=10,66] 3 100,49 —100,57=0,08|

F. Temperatura do cartucho°C 24 101,23-100,46=10,23] 26 100,73 —100,33=10,40|

G. Temperatura do amostrador °C 24 100,15 -100,54=10,40] 26 100,23 — 100,82=0,59|
aMédia de teores obtidos nas condigdes normais - Média de teores obtidos nas condigGes alteradas;
®Critérios de referéncia calculados: |0,80| para o teste -1 e |1,31] para o teste 1.

O teste de conformidade do sistema foi realizado previamente a validacéo para assegurar
gue os parametros selecionados eram adequados. A verificacdo da conformidade do sistema
eletroforético foi anteriormente apresentada e discutida no item 5.10.4. O método de
eletroforese capilar proposto para a quantificacdo de ERTM em analise de rotina foi validado
com os parametros de seletividade, linearidade, precisao, exatiddo, limite de quantificacdo e
limite de detec¢do, como preconizado nos guias internacionais (FDA, 2004; ICH, 2005).

O tempo de migracdo de ERTM foi de 3,2 min proporcionando, desta maneira, uma
rapida determinacdo do farmaco. A seletividade foi determinada submetendo amostras de
ERTM a condicBes de estresse por degradacdo forcada em meio alcalino, acido, neutro,
oxidativo e fotolitico. N&o foram visualizados produtos que possam interferir na quantificacdo
do farmaco.

A linearidade foi avaliada pela construcdo de curva analitica em triplicata, que
apresentou a equacéo da reta y = 2281,7 x — 24495, com R? de 0,9994. Analise estatistica de
variancia (ANOVA) foi realizada e os resultados apresentados apontam que ndo ha desvios

significativos de linearidade e, portanto, 0 método € linear na faixa de 70-120 pg mL™.
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O contetido de ERTM nas amostras analisadas foi de 99,94%, com DPR = 0,85%. A
exatiddo do método foi comprovada pelo teste de recuperacéo, a porcentagem média recuperada
foi de 100,59% com DPR = 1,09%. A robustez foi avaliada pelo modelo fatorial de Plackett-
Burman, em que pequenas alteracdes dos parametros analiticos ocorrem simultaneamente,
nenhum efeito alterado apresentou resultado considerado significativo quando comparado com
o valor de referéncia, demonstrando assim que o método é robusto. A precisdo do método foi
avaliada segundo a repetibilidade e a precisdo intermediaria, os teores obtidos entre o0s
doseamentos em triplicata de ERTM SQR versus ERTM em pd liofilizado para solugédo
injetavel, apresentaram DPR% < 2.

Os resultados da validacdo do método sdo condizentes com o preconizado na literatura
e descritos anteriormente no item 3.9. Com isso, um método alternativo aos métodos
cromatograficos foi desenvolvido, com as vantagens de usar quantidades reduzidas de amostra,
ter baixo tempo de analise e ndo usar nenhum tipo de solvente organico ou téxico, sendo seguro
para o analista e ndo gerar residuos toxicos a serem tratados pela industria farmacéutica. A
eletroforese capilar é considerada uma técnica analitica verde por ndo causar danos ao 0 meio
ambiente. O método eletroforético proposto apresentou, linearidade, precisdo, exatiddo e
robustez adequados segundo as diretrizes vigentes, portanto pode ser empregado para a analise
quantitativa de ERTM na indUstria farmacéutica.

6.6. ENSAIO MICROBIOLOGICO PELO METODO TURBIDIMETRICO

A avaliacdo do percentual médio do antimicrobiano foi avaliada pelo método
turbidimétrico. O método baseia-se na inibicdo do crescimento microbiano medido através da
turbidez da suspensdo de micro-organismos sensiveis ao agente antimicrobiano, ambos
contidos em meio de cultura liquido. A resposta do micro-organismo € funcdo direta da
concentracdo da substancia ativa (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Neste contexto, foi
desenvolvido e validado método microbiologico turbidimétrico para avaliagdo do percentual
médio de ERTM pa liofilizado para solugdo injetavel.

6.6.1. Ensaios preliminares para estabelecimento dos parametros analiticos

Diversos testes preliminares foram realizados para padronizacéo das condi¢Ges a serem
utilizadas no método. Variaram-se parametros como micro-organismo, meio de cultura, tempo
e temperatura de incubacéo, solucdo diluente, concentracfes do inéculo e do farmaco (Tabela
64).
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Tabela 64 - Pardmetros estudados para a avaliacdo do percentual médio de ERTM em pé

liofilizado para solugdo injetavel pelo método turbidimétrico

Parametros

Descricao

Micro-organismo

Meios de cultura

Tempo de incubacao

Temperatura de incubacao
Concentracdo do in6culo

Solucdo diluente

Concentracbes das solugdes de
amostra (ug mL™?)

Bacillus subtilis ATCC 9372I1AL1027
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 IAL 2150
Staphylococcus aureus ATCC 25923 IAL 1851
Escherichia coli ATCC 10535 IAL 2393
Kocuria rhizophila ATCC 9341 IAL 636

Caldo Brain Heart Infusion - BHI

Caldo caseina-soja

Caldo Miiller Hinton

4 horas

35°C

1,0; 2,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0 e 10,0%

agua purificada; tampdo fosfato pH 6,0 e pH 8,0
2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 64,0 (Razdo = 2)

3,0; 6,0; 12,0; 24,0; 48,0; 96,0 (Razédo = 2)

8,0; 12,0; 18.0; 27,0 (Razéo = 1,5)

10,0; 15,0; 22,5 (Razdo = 1,5)

12,0; 16,8; 23,53 (Razédo = 1,4)

12,0; 15,6; 20,28 (Razédo = 1,3)

12,8; 16,0; 20,00 (Razdo = 1,2)

6.6.2. Execucdo do ensaio

Os pardmetros estabelecidos para a realizacdo do doseamento microbiolégico estdo

apresentados na Tabela 65.

Tabela 65 - Parametros padronizados para avaliacdo de ERTM em p0 liofilizado para solucéo

injetavel pelo método turbidimétrico

Parametros

Descricao

Micro-organismo

Meio de cultura

Tempo de incubacao

Temperatura de incubacdo
Concentracdo do inéculo

Solucdo diluente

Concentragdes das solu¢des (ug mL™Y)

Staphylococcus aureus ATCC 25923 IAL 1851
caldo Brain Heart Infusion - BHI

4h

35°C

8%

Agua purificada

12,8; 16,0; 20,00 (R 1,2)

6.6.3. Material

No doseamento microbiologico foi utilizado o meio de cultura &gar caseina-soja -

Acumedia Manufacturers® para repique de manutengdo da cepa do micro-organismo e caldo

Brain Heart Infusion - BHI - Ox0id® para a realizagdo do ensaio. Além disso, foram utilizados

agua purificada, ponteiras e tubos de ensaio com 25 mm de didmetro x 150 mm de altura,
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contendo o meio de cultura e devidamente fechados com tampéo de algodéo envolvido em gaze,
foram esterilizados em autoclave vertical modelo AV (Phoenix Luferco, SP, Brasil) por
15 minutos a 121 °C. Para a incubacdo, foram utilizados incubador Shaker modelo MA420
(Marconi, SP, Brasil) e estufa para cultura bacteriologica ECB 1.2 digital (Odontobrés, SP,
Brasil). Formaldeido grau analitico (Qhemis) foi usado para interromper o crescimento dos
micro-organismos. As leituras foram realizadas em espectrofotometro modelo DU 530
(Beckman Coulter, CA, EUA). Também foram usados micropipetador eppendorf® de
100-1000 pL, balanga analitica modelo H10 (Mettler Toledo, Suica) e balanca semi analitica
modelo B160 (Micronal, SP, Brasil).

6.6.4. Método

Para a realizacdo do ensaio microbiologico, tubos de ensaio contendo caldo BHI foram
autoclavados, solucbes ERTM sddico po liofilizado para solucdo injetavel em diferentes
concentracOes foram preparadas e o in6culo foi padronizado em 580 nm com transmitancia de
25 + 2%. Adicionaram-se, em cada tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo BHI esterilizado,
200 pL de solugdo da amostra e 800 pL do in6culo padronizado em 580 nm com transmitancia
de 25 £ 2%. Um tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo BHI esterilizado foi usado como
controle negativo. Um tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo BHI esterilizado e 800 pL do
inéculo padronizado em 580 nm com transmitancia de 25 + 2%, sem a adicdo da solucdo
amostra de ERTM foi usado como controle positivo. Todos os tubos de ensaio foram
acondicionados em banho de aquecimento com agitador orbital, com 32 rota¢cdes por minuto a
temperatura de 35,0 °C + 2,0 °C, por 4 horas. Apos o periodo de incubagdo, interrompeu-se 0
crescimento microbiano com adi¢do de 500 pL de solucdo de formaldeido 12% em todos 0s
tubos. Determinou-se a turbidez de cada solucdo pela absorvancia dada em espectrofotémetro
a 530 nm. O equipamento foi zerado com o controle negativo (tubo contendo 10,0 mL de caldo
e 500 pL de formaldeido 12%).

O metodo foi validado segundo o item 3.9 que esta de acordo com as diretrizes BRASIL
(2003) e ICH (2005). Os parametros avaliados foram: linearidade, limite de quantificacao,
limite de deteccéo, seletividade, precisdo (repetibilidade e precisdo intermediaria), robustez e

exatidao.
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6.6.4.1. Preparo do meio de cultura
O meio de cultura foi preparado conforme indicado em seu respectivo rétulo, sendo
dissolvido em agua purificada sob aquecimento. Dez mililitros foram distribuidos em todos os

tubos de ensaio e foram esterilizados em autoclave a 121 °C, 1 atm, durante 15 minutos.

6.6.4.2. Preparo do inéculo

O micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923 foi repicado em caldo BHI e
incubado por 20 horas, em estufa microbioldgica a temperatura de 35,0 °C + 2,0 °C.
Posteriormente, o inéculo foi padronizado com transmitancia de 25,0 = 2,0% em
espectrofotdmetro a 580 nm, como preconizado na FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

6.6.4.3. Preparo das solu¢cbes de ERTM SQR

Foram transferidos 10,00 mg de ERTM SQR para baldo volumétrico de 50 mL, obtendo
solucdo de 200 pug mL™. Desta solucdo, aliquotas de 640; 800 e 1000 L foram transferidas
para baldes volumétricos de 10 mL, para obtencdo das concentracdes de 12,8; 16,0 e 20,0 pg
mL?, sendo representadas como P1, P2 e P3, respectivamente. Todas as solugOes foram

preparadas em agua purificada.

6.6.4.4. Preparo das solugdes de ERTM po liofilizado para solucéo injetavel

A massa equivalente a 10 mg de ERTM pd liofilizado para solugdo injetavel foi
devidamente pesada a partir de um pool de amostras de 5 frascos-ampola, previamente
dessecado por 1 h a 105 °C. O contetdo foi transferido para baldo volumétrico de 50 mL e o
volume foi completado com agua purificada, obtendo a solugdo mée de 200 pug mL™. Desta
solucdo, aliquotas de 640; 800 e 1000 pL foram transferidas para baldes volumétricos de
10 mL, para a obtencéo das concentracdes de 12,8; 16,0 e 20,0 ug mL™, sendo representadas

como Al, A2 e A3, respectivamente. Todas as solucdes foram preparadas em agua purificada.

6.6.5. Resultados e discussao

Diferentes doses de ERTM e diferentes micro-organismos foram testados, a fim de se
obter a faixa linear adequada ao desenvolvimento do método turbidimétrico para quantificagdo
de ertapenem sddio em po liofilizado para solucdo injetdvel. Dentre 0s micro-organismos
testados, optou-se, por trabalhar com o micro-organismo Staphylococcus aureus, iSSo por que,
verificou-se que o Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 1AL 2150 n&o apresentou bom

crescimento, indicando controles positivos baixos, e 0 micro-organismo Kocuria rhizophila
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ATCC 9341 IAL 636 apresentou formagao de grumos microbianos que interferiram nas analises
ndo propiciando resultados uniformes e reprodutiveis. O micro-organismo Staphylococcus

aureus apresentou 6timos resultados mostrando crescimento linear e reprodutivel.

6.6.5.1. Calculo do percentual médio de ERTM em po6 liofilizado para solugéo injetavel
O percentual médio do medicamento foi calculado pela equacdo de HEWITT (2004)

(Equacéo 13). A equacdo utiliza as médias das leituras de absorvancia das solucdes obtidas com

as trés doses de ERTM SQR e po liofilizado para solucdo injetavel, realizados em triplicata e

analisados em cada ensaio.

Poténcia (%) = Antilog M x 100 Equacao 13
M=F/b b=E/I
Em que:

F=1/3[(A1+ A2+ A3) — (P1+ P2+ P3)]
| = logaritmo da razao das doses
E = 1/4 [(A3+ P3) — (A1+ P1)]

6.6.5.2. Validacdo do método

O método foi validado pela determinacdo dos parametros de linearidade, limites de
deteccdo e de quantificacéo, precisdo, exatiddo e robustez, de acordo com o preconizado pela
literatura (ICH, 2005; USP 38, 2015; BRASIL, 2017) e apresentado no item 3.9.

6.6.5.2.1. Linearidade

A linearidade foi avaliada pela construcdo de curva analitica a partir da média de trés
ensaios em trés dias diferentes utilizando-se o delineamento 3 x 3, segundo o preconizado pela
Farmacopeia Brasileira (2010). A reta foi construida em grafico logaritmo da concentracéo
versus a média das absorvancias de cada uma das concentracdes da SQR. Os dados obtidos na
construcdo da curva analitica foram analisados para obtencdo da equacéo da reta pelo método
dos minimos quadrados e a verificacdo da linearidade e paralelismo foi constatada atraves da
ANOVA.

O método apresentou linearidade nas concentragdes 12,80; 16,00 e 20,00 pg mL™, as
quais permitiram doseamentos de amostras com percentual médio em torno de 100% com

adequado paralelismo em relacdo a reta da SQR. Os valores de absorvancia obtidos para as
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solugdes em diferentes concentragdes de ERTM SQR e em po liofilizado para solugdo injetavel
durante avaliagdo da linearidade do método encontram-se na Tabela 66.

Tabela 66 - Absorvancias obtidas na avaliacdo de linearidade do ensaio microbiolédgico para

avaliacdo de ERTM em pd liofilizado para solucao injetavel por método turbidimétrico

Absorvancias?

P1 P2 P3 Al A2 A3
12,8 ug 16,0 pg 20,0 ug 12,8 pg 16,0 pg 20,0 pg
0,769 0,517 0,255 0,772 0,519 0,254
0,767 0,522 0,250 0,774 0,514 0,247
0,747 0,509 0,251 0,750 0,513 0,259
Média? 0,761 0,516 0,252 0,765 0,515 0,253
DPR® 1,65 1,23 1,05 1,79 0,64 2,31

aMédia de trés determinag@es; "DPR= Desvio padréo relativo

A curva analitica de ertapenem SQR e amostra (Figura 69) foram determinadas pelo
método dos minimos quadrados apresentaram a equacdes da reta de: y = -140 Ln (x) + 3,6706,
com coeficiente de correlacio R? igual a 0,9996 para a ertapenem SQR e y = -1,148 Ln (x) +

3,6942, com R? de 0,9998 para o farmaco em po liofilizado para solucdo injetavel.

Figura 69 - Curvas analiticas de solucdes de ertapenem SQR e pé liofilizado para solugédo
injetavel, em concentragdes de 12,80; 16,00 e 20,00 pg mL?, obtidas pelo método

microbioldgico turbidimétrico.

0,900 1
0,800 -
0,700 -
0,600 -

0,500 -
0400 4 Y= -1,148Ln(x) + 3,6942
R? = 0,9998

LINEARIDADE

Absorvéancia

0,300 A

0,200 1  y=-1,14Ln(x) + 3,6706 ---8--- 3
0,100 1 R% =0,9996

1 10 100
log da concentragdo pg mL?
A ANOVA calculada para os dados das curvas analiticas de ERTM é mostrada na
Tabela 67.
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Tabela 67- Analise de variancia das absorvancias determinadas na obtencdo das curvas
analiticas de ERTM, utilizando o método turbidimétrico

Fontes de variac&o (_Braus de Somade Quadr_ado F F
liberdade Quadrados médio calculado tabelado

Preparacéo 1 0,00001 0,00001 0,18 4,96
Regressao 1 0,78200 0,78200 13989,28* 4,96
Desvio de Paralelismo 1 0,00001 0,00001 0,17 4,96
Quadrético 1 0,00024 0,00024 4,21 4,96
Diferenca de Quadratico 1 0,00001 0,00001 0,19 4,96
Entre doses 5 0,78227 0,15645 2798,80* 3,33
Entre tubos 2 0,00032 0,00016 2,83 4,10
Dentro (erro) 10 0,00056 0,00006
Total 17 0,78314

“Significativo para p< 0,05

6.6.5.2.2. Preciséo

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade (intradia) e precisdo
intermediéaria (interdias e entre-analistas). A precisdo por repetibilidade foi avaliada pelo DPR
de sete tubos com ERTM SQR na concentracdo mediana da curva analitica (16 pg mL™). Os
dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condi¢bes experimentais, laboratério e analista,
forneceram DPR de 1,25%.

Para a determinacdo da precisdo intermediaria, trés curvas analiticas foram construidas
em diferentes dias. Os ensaios experimentais também foram realizados por diferentes analistas.

Os resultados sao apresentados na Tabela 68.

Tabela 68- Precisdo intermediaria do método turbidimétrico para ertapenem em po liofilizado

para solucdo injetavel

Precisdo interdias Precisdo entre-analistas
Dia Teor? Teor DPRP Analista Teor2 Teor médio DPRP
(%)  medio (%) (%0) (%) (%) (%)
1 99,89 1 99,46
99,87 % 0,26 99,36 0,15
2 100,11 2 99,26
3 09,59

aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padréo relativo

6.6.5.2.3. Exatidao
A exatiddo foi determinada pelo método de adicdo e calculada pela quantidade
recuperada (Equagdo 10 do item 3.9.7.). Para a realizacdo deste ensaio, preparou-se uma

solugdo de ERTM SQR, com concentragdo de 200 ug mL™. Para o preparo das solucdes para
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avaliacdo das recuperagdes, volumes de 20 pL (R1), 185 pL (R2) e 350 pL (R3) da solucao
SQR (200 pg mL™) foram transferidos para baldes volumétricos de 10 mL, aos quais foram
adicionados 640 pL da solucdo de ERTM pd liofilizado para solucdo injetavel preparado na
mesma concentracdo que a SQR e completadas com agua purificada. Desta forma, as seguintes
concentragdes foram obtidas: R1 = 13,20 ug mL, representando amostra de 80% de percentual
médio, R2 = 16,50 pg mL™?, representando amostra de 100% de percentual médio e
R3 = 19,80 pg mL™?, representando amostra de 120% de percentual médio, conforme

apresentado na Tabela 69.

Tabela 69 - Quantidade de ERTM adicionada no teste de adi¢do para o ensaio turbidimétrico

ERTM amostra ERTM SQR Concentracéao %
(H9) (H9) tedrica (Ug)
Amostra 1280 0 - 1280 0 -
R1 12,80 0,40 13,20 80
R2 12,80 3,70 16,50 100
R3 12,80 7,00 19,80 120
SQOR - 12,80 1280 0 -----

O valor médio recuperado no teste de adicdo foi de 98,20%. A Tabela 70 apresenta 0s

resultados obtidos no teste de recuperacéao.

Tabela 70 - Exatiddo do método turbidimétrico para determinacdo de ERTM pelo teste de

adicéo
igl?gnigs Eri-gmrggoi Recu(po/era(;éo Rec’uper%g&o D(F:Rb
(Hg ML) (Hg ML) ) media (%) (%)
R1 0,40 0,39 97,35
R2 3,70 3,64 98,48 98,20 0,77
R3 7,00 6,91 98,78

aMédia de trés determinag@es; "DPR= Desvio padréo relativo

6.6.5.2.4. Robustez

A robustez do ensaio microbioldgico foi avaliada atraves de modificacdes nas condigdes
estabelecidas, tais como: comprimento de onda de leitura dos tubos (528, 530, 532 nm), marca
do meio de cultura utilizado (BHI - Oxoid® e BHI - BD-Bacto®) e instrumento de leitura
(espectrofotdmetro modelo DU 530 e espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu, modelo UV-1800).
Realizou-se a analise do porcentual médio das amostras de ERTM em condi¢Ges normais e

alteradas paralelamente, avaliando a interferéncia das modificacbes no resultado final. As
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alteracdes realizadas ndo provocaram mudancas significativas nos resultados de percentual
médio das amostras de ERTM pd liofilizado para solucgdo injetavel doseada pelo método. Os
DPRs entre os teores foram inferiores a 1 %, comprovando a robustez do método proposto para

0s parametros avaliados, conforme demonstra a Tabela 71.

Tabela 71- Avaliacdo da robustez do método microbioldgico turbidimétrico para analise de
ERTM em po liofilizado para solucéo injetavel

Variavel Parametro ERTM? Média DPRP
Alterado (%) (%) (%)

Comprimento de onda 528 99,23
P m) 530 100,31 99,70 0,55

532 99,56

) ) DU 530 99,17
Equipamento de leitura Shimadzu, UV-Vis-1800 100,12 99,65 0,67

Marca do meio de Oxoid® 99,61
cultura BD- Bacto® 99,12 99,37 0,35

aMédia de trés determinag@es; "DPR= Desvio padréo relativo

Os ensaios fisico-quimicos sdo mais rapidos e praticos do que 0S ensaios
microbioldgicos. No entanto, os ensaios microbioldgicos sdo fundamentais para avaliar a
atividade de um agente antimicrobiano. Neste contexto, o ensaio turbidimétrico é um método
adequado, simples e principalmente rapido, quando comparado aos tradicionais ensaios por
difusdo em agar. O método por difusdo em &gar tem, dentre as suas limitacGes, a dificuldade de
difusibilidade de alguns farmacos no meio de cultura soélido e ainda, a reatividade entre 0 meio
de cultura e o farmaco em determinados casos (SILVA, 2015). No ensaio por difusdo em agar
é imprescindivel que se tenha um crescimento microbiano homogéneo, para formacéo de halos
de inibicdo regulares e bem delimitados, com didmetro adequado para validacéo. Tais fatores
interferentes sdo diminuidos no método turbidimeétrico, dado que o ensaio é realizado em caldo
como meio de cultura.

O método foi desenvolvido usando cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, que
propiciou resultados precisos e reprodutiveis. Na validacdo do metodo microbiologico
turbidimétrico, a linearidade do metodo foi comprovada pelos coeficientes de correlacdo de
0,9996 e 0,9998 para ertapenem SQR e po liofilizado para solugdo injetavel, respectivamente.
Além disso, a andlise de variancia demonstrou significativa regressdo e auséncia de desvios da
linearidade e paralelismo nas curvas analiticas originadas da substancia quimica de referéncia

e amostra. Os coeficientes angulares das retas obtidas com SQR e po liofilizado para solucéo
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injetavel ndo diferiram estatisticamente, demonstrando sua eficiéncia. Os resultados obtidos
para precisdo intermediaria apresentaram percentual médio de 99,36% para anélises entre-
analistas com DRP de 0,15% e 99,87 para analise interdia com DRP de 0,26%. J& na precisdo
por repetitividade (intradia), a absorvancia média de 7 replicatas foi de 0,492 com DRP de
1,25%. Com isso, os resultados apresentados apontam que o método é preciso. No estudo da
exatiddo, determinada pelo método de adigdo, obteve-se resultado médio de 98,20%, o qual
comprovou a capacidade do método de determinar o percentual médio de modo exato. As
pequenas alteracdes efetuadas nos parametros do método durante a avaliacdo da robustez, como
variagdo do comprimento de onda, marca do meio de cultura e instrumento de leitura utilizados,
ndo causaram efeitos significativos.

Todos os parametros avaliados na validacdo do método foram satisfatorios, bem como
os resultados de regressao e paralelismo. As analises estatisticas ndo apresentaram diferencas
significativas entre o F calculado e o F tabelado. Este trabalho vem propor um método simples,
rapido e de vidvel execucdo, para a avaliagdo de percentual médio de ertapenem em po
liofilizado para solucdo injetavel, que mostrou ser seguro e esta de acordo com o estabelecido

em guias nacionais e internacionais.
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7. ANALISE COMPARATIVA

Com o objetivo de estabelecer uma comparagdo entre 0s métodos propostos para
determinacdo de ERTM em po liofilizado para solucdo injetavel, foi realizada analise estatistica
dos teores médios de ERTM obtidos pelos diferentes métodos usando analise de variancia
(ANOVA).

7.1. Resultados
Os resultados obtidos na determinacdo quantitativa de ERTM em po liofilizado para

solucdo injetavel, pelos métodos propostos neste trabalho, encontram-se na Tabela 72.

Tabela 72- Avaliacdo comparativa dos teores médios obtidos nos sete métodos validados
Amostra IR Uv CLAECIH CLAE CFS EC  Turbidimétrico

FR
1 99,51 100,22 99,14 99,86 99,29 100,84 99,89
2 101,20 100,78 98,04 98,71 98,76 99,83 100,11
3 101,78 99,87 100,11 100,05 100,68 99,15 99,59
Teor médio 100,83 100,29 99,10 99,54 9958 99,94 99,86
%% DPR 1,17 0,46 1,05 0,73 1,00 0,85 0,26

4DPR — Desvio padrao relativo

A Tabela 73 apresenta o resultado de ANOVA, decorrente do teor médio de ERTM po

liofilizado para solucdo injetavel obtido para cada método.

Tabela 73- Andlise da variancia dos teores médios de ERTM pd liofilizado para solugédo

injetavel
Fontes de Graus de Soma de Quadrado F F
variacao liberdade Quadrados medio calculado tabelado
Tratamentos 5,69 6 0,95 0,33 2,85
Residuo 9,95 14 0,71
Total 15,64 20

7.2 Discusséo

Os resultados obtidos através de ANOVA demonstram ndo haver diferenca significativa
entre os teores determinados nos diferentes métodos validados em um nivel de significancia de
5%. Desta forma, os métodos desenvolvidos sdo equivalentes e adequados para a determinagao
quantitativa do farmaco, ainda que cada método possua suas proprias caracteristicas, podem ser
intercambidveis. Todos os métodos foram validados em relacdo aos parametros estabelecidos
em regulamentos oficiais. Os métodos espectrofotométricos sdo simples, de facil execugéo e de

custo reduzido, mas ndo sdo especificos para determinar e quantificar possiveis produtos de
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degradacdo na amostra. A técnica por infravermelho é uma técnica bem estabelecida para
analise qualitativa e neste trabalho demostrou ser também adequada para anélise quantitativa.
Os métodos cromatografico e eletroforético sdo métodos especificos e apropriados para
determinacéo de produtos de degradacdo e impurezas. O ensaio microbiolégico é o unico que
avalia a atividade de ERTM pd liofilizado para solucéo injetavel frente a um micro-organismo,
devendo ser usado em conjunto aos métodos fisicos, a fim de assegurar a eficcia terapéutica
de antimicrobianos.

Diferentes técnicas analiticas podem ser usadas para analise farmacéutica de rotina.
Muitas dessas técnicas tém a mesma finalidade, embora elas tenham suas caracteristicas
peculiares. As vantagens e desvantagens de cada técnica foram discutidas ao decorrer de cada
item, cabe a empresa e/ou analista avaliar qual é a técnica mais adequada de acordo com 0 uso
pretendido e os recursos disponiveis. Novas tecnologias analiticas continuam a ser
desenvolvidas e o custo beneficio deve ser avaliado para a escolha do que é mais apropriado.
Por fim, este trabalho contempla sete métodos desenvolvidos e validados que, além de
estabelecerem bases de correlacdo fisico-quimica e bioldgica, contribuem para aprimorar o
controle de qualidade, dados analiticos confiaveis sdo fundamentais para assegurar a eficacia

terapéutica dos produtos comercializados.
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8. CONCLUSOES
v' O ERTM foi caracterizado qualitativamente, quanto ao seu aspecto fisico; solubilidade;
teor de umidade; ponto de fusdo; cromatografia em camada delgada; espectrofotometria

nas regides do infravermelho, ultravioleta e por CLAE.

v Foi desenvolvido e validado um método de anélise para ERTM injetavel por
espectrofotometria na regido ultravioleta, utilizando como solvente agua purificada, na

faixa de concentracgdo de 12 a 27 ug mL™.

v Foi desenvolvido e validado um método de analise para ERTM injetavel por
espectrofotometria na regido do infravermelho em pastilhas de KBr, na faixa de

concentracdo de 0,6 a 1,6 mg/200 mg.

v Foi desenvolvido e validado um método de analise para ERTM injetavel por
cromatografia com interacdo hidrofilica, utilizando ACN:agua (88:12 v/v) 0,1% de
acido férmico pH 2,5 como fase movel, na faixa de concentracdo de 70 a

120 ug mL?, que apresentou tempo de retencéo de 5,7 minutos.

v Foi desenvolvido e validado um método de analise de ERTM injetavel por
cromatografia liquida de fase reversa, utilizando agua: etanol (80:20 v/v) com 0,1% de
acido férmico pH 2,5 como fase movel, na faixa de concentracdo de 40 a 140 pg mL™,

que apresentou tempo de retenc¢éo de 4,0 minutos.

v" Foi desenvolvido e validado um método de analise de ERTM injetavel por
cromatografia em fluido supercritico, utilizando como fase mével A: COz e B: uma
mistura ternaria de 70: 25: 5 metanol: etanol: dgua v/v/v em gradiente de elui¢cdo com 1
minuto 60:40 A: B v/v para reter o ERTM seguido de rampa linear de 20 min a 35:65
A: B v/v. Esta composicao permaneceu 4 minutos e depois voltou as condigdes iniciais
durante mais 5 minutos. O volume da injecdo foi de 5 uL, as solugdes foram filtradas
através de um filtro de 0,45 pum antes de serem injetadas. A vazao foi de 1 mL min™,
usando detector UV a 230 nm, em temperatura de 20 °C. O regulador de contrapressao
foi ajustado em 17,5 MPa (175 Bar). A faixa de concentragdo foi de 70 a 120 ug mL™'e
apresentou tempo de retencao de 21,0 minutos.



216

Conclusoes

v" Foi desenvolvido e validado um método de analise de ERTM injetavel por eletroforese
capilar usando tampao fosfato de potassio 10 mM pH 7 e 15 kV de voltagem, na faixa
de concentracdo de 70 a 120 pg mL™, que apresentou tempo de retencdo de 3,15

minutos.

v Foi desenvolvido e validado um método microbioldgico por turbidimetria, capaz de
determinar a percentual médio de ERTM em po liofilizado para solucéo injetavel frente
ao micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 25923 IAL 1851 e apresentou

parametros de valida¢do adequados, nas concentragdes 12,8; 16,0; 20,00 pg mL™.

v" Foi realizada a analise comparativa entre 0os métodos desenvolvidos que demonstrou
que os métodos sdo equivalentes e adequados para a determinacdo quantitativa do

farmaco.
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