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RESUMO

Os antimicrobianos tém um papel fundamental no controle de doengas infecciosas. As
cefalosporinas se mantém como uma classe de antimicrobianos que se sobressaem pela sua
importancia terapéutica, elevada frequéncia de utilizacdo, seguranca e efetividade contra um
amplo espectro microbiano. A cefazolina sédica (CFZ) é um agente antimicrobiano B-lactamico,
classificada como cefalosporina de primeira geracdo, muito utilizado como agente terapéutico e
na profilaxia perioperatéria. Neste trabalho foram desenvolvidos novos métodos analiticos para
analise qualitativa e para a quantificacdo de cefazolina sddica, visando a obtencdo de métodos
mais rapidos, mais seguros para os operadores, mais econémicos e de facil execucdo, que sdo
essenciais para a analise desta cefalosporina na industria farmacéutica. Na anélise qualitativa, a
cefazolina foi estudada quanto a sua solubilidade, ponto de fusdo, pH, espectrofotometria na
regido do ultravioleta (UV) e na regido de infravermelho (IV), cromatografia em camada delgada
e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), possibilitando a identificacdo da amostra.
Para quantificacdo do farmaco trés métodos foram validados. O método espectrofotométrico na
regido do ultravioleta foi validado utilizando o comprimento de onda de 270 nm, com faixa
linear de concentracdo de 8 a 28 pg/mL utilizando agua purificada como solvente, o teor foi de
99,10% e a exatiddo foi de 100,56%. Ensaio microbioldgico por método turbidimétrico utilizou o
micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 26923, com faixa linear de 6 a 11,46 ug/mL e
apresentou poténcia de 100,07% e exatiddo foi 99,92%. A validacdo do método por CLAE foi
realizada empregando fase mdvel composta por agua purificada e acetonitrila (60:40 v/v), com
pH 8 ajustado com trietilamina (TEA), no comprimento de onda de 270 nm, o tempo de retencgéo
foi de 3,6 minutos, na faixa linear avaliada de 30 a 80 pg/mL, o teor foi de 100,39% e a exatiddo
de 100,37%. Analises estatisticas corroboraram para avaliagdo dos resultados obtidos nos
parametros de validagdo. Os métodos desenvolvidos ndo apresentaram diferenca estatistica para
nivel de significancia de 5%, demonstrando ser equivalentes para a quantificacdo da cefazolina
sodica em po liofilizado para solucdo injetavel. Os métodos desenvolvidos cumpriram todos 0s
requisitos exigidos pelos orgdos oficiais como FARMACOPEIA BRASILEIRA, FDA e ICH,
mostrando-se adequados e simples, podendo ser empregados para a anélise de cefazolina sédica
em pé liofilizado para solucdo injetavel na industria farmacéutica, contribuindo para melhorar o

controle de qualidade do farmaco comercializado.

Palavras-chave: Cefazolina sodica, cefalosporinas, controle de qualidade, métodos analiticos,

CLAE, ensaio microbioldgico, espectrofotometria, validacao.



ABSTRACT

The antimicrobials have a crucial role in the control of infectious diseases. Cephalosporins
remain one class of antimicrobials that stand out for their therapeutic importance, high frequency
of use, safety and effectiveness against a broad microbial spectrum. Cefazolin sodium (CFZ) is a
B-lactam antimicrobial agent, classified as first-generation cephalosporin, often used as a
therapeutic agent and for perioperative prophylaxis. In this work, new analytical methods were
developed for qualitative and quantitative analysis of cefazolin sodium in lyophilized powder,
seeking obtain method faster, safer for operators, more economical and easiness of
implementation, which are essential for the analysis of this cephalosporin in pharmaceutical
industry. For qualitative analysis, several methods were performed, including analyzes of
solubility, melting point and pH; ultraviolet (UV) and infrared (IR) spectrophotometry; thin layer
chromatography and high performance liquid chromatography (HPLC) allowing the
identification of samples. For quantification of the drug, three analytical methods were validated.
The spectrophotometric method in the ultraviolet region was validated at 270 nm, with a linear
range of concentration from 8 to 28 mg/mL, using purified water as solvent, the content of
99.10% accuracy of 100.56%. In the microbiological assay by turbidimetric method,
Saphylococcus aureus ATCC 26923 was used as microrganism test, with linear range from 6 to
11.46 mg/mL, the method presented potency of 100.07% and accuracy of 99,92%. Validation of
the HPLC method consisted of mobile phase composed of purified water and acetonitrile (60:40
v/v), adjusted to pH 8 with triethylamine (TEA), and detection wavelength of 270 nm, yielding a
retention time of 3.6 minutes in the linear range evaluated from 30 to 80 pg/mL, content of
100.39% accuracy of 100.37%. The developed methods showed excellent validation results, and
the statistical analysis corroborated for its assessment. The developed methods showed no
statistical difference for a significance level of 5%, proving to be equivalent to the quantification
of cefazolin sodium in samples of lyophilized powder for injectable solution. The methods
developed have met all requirements demanded by official agencies BRAZILIAN
PHARMACOPEIA, FDA and ICH, shown to be appropriate and simple, could be used for the
analysis of cefazolin sodium powder lyophilized for injectable solution in the pharmaceutical
industry, helping to improve the quality control of the drug marketed.

Keywords: Cefazolin sodium, cephalosporins, quality control, analytical methods, HPLC,

microbiological assay, spectrophotometry, validation.
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1. INTRODUCAO

Em muitos paises as altas taxas de morbidade e mortalidade devido as doencas infecciosas séo
responsaveis por elevados custos sociais e econdmicos. Desde a sua descoberta por Brotzu, em
1948, as cefalosporinas se mantém como uma classe de antimicrobianos que se sobressaem pela sua
importancia terapéutica, elevada frequéncia de utilizacdo, seguranga e efetividade contra um amplo
espectro de agentes microbianos. As cefalosporinas provém do fungo Cephal osporium acremonium,
que deu origem a trés antibidticos diferentes denominados de cefalosporinas P, N e C. O isolamento
do acido 7-aminocefalosporanico do nucleo ativo da cefalosporina C foi um passo essencial para a
producdo de varios derivados semissintéticos com atividade antibacteriana muito maior do que a
substancia original, tornando um grupo de antimicrobianos que representam, sem ddvida, um
importante e crescente grupo na medicina atual. Tais antimicrobianos sdo semelhantes as penicilinas
e possuem atividade contra micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos (BROTZU, 1948;
RANG et al., 2008; BRUNTON et al., 2012).

A cefazolina sodica (CFZ) é um agente antimicrobiano [-lactdmico, disponivel
comercialmente na forma farmacéutica de pé liofilizado para solucdo injetavel e como solucdo
oftalmica. A CFZ pertencente ao grupo de cefalosporinas de primeira geragdo que se destaca visto
que pode ser administrada com menos frequéncia em virtude da sua meia-vida mais longa. Seu uso é
frequentemente empregado na préatica clinica por sua eficacia na profilaxia cirirgica e como agente
terapéutico (KUSABA, 2009; BRUNTON et al., 2012).

Contudo, para que o farmaco seja usado pela populacdo com seguranca e tenha a eficécia
terapéutica esperada, € fundamental o uso de métodos analiticos validados pelo controle de
qualidade para avaliar as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco, bem como a pureza da matéria
prima utilizada na fabricacdo e ainda assegurar que a dosagem esteja correta. Sabe-se que mesmo
com o crescente rigor dos Orgdos competentes, 0s pacientes ainda estdo sujeitos a usarem
medicamentos sem a qualidade almejada.

E importante ressaltar que, quando se trata de medicamentos, a qualidade ndo é apenas uma
questdo de valorizacdo e concorréncia mercadoldgica, mas sim uma questdo etica, pois, diferente de
muitos produtos comercializados, os medicamentos tém como finalidade a satde do individuo e a
inobservancia desses critérios pode interferir nas caracteristicas biofarmacéuticas, podendo levar a

graves consequéncias.
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Embora haja muitos estudos relacionados a CFZ disponiveis na literatura, sdo poucos 0s
trabalhos que apresentam o desenvolvimento de métodos analiticos aplicados ao controle de
qualidade da forma farmacéutica. Com isso, o desenvolvimento e validagdo de metodologias para
quantificacdo do farmaco, priorizando a otimizacdo de técnicas com menores custos, menores
tempos de andlise e facilidade de execucdo, sdo de alta relevancia para analise desta cefalosporina
no controle de qualidade da industria farmacéutica.

Nesse sentido, considerando que a cefazolina sodica € um farmaco comumente usado,
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 validagdo de novos
métodos analiticos para quantificacdo da cefazolina sddica na forma farmacéutica de po liofilizado
para solucdo injetavel, que sdo imprescindiveis para a garantia da qualidade na producdo de

medicamentos seguros e apropriado para uso da populacéo.
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2. OBJETIVOS

e Desenvolver e validar métodos analiticos para anélise qualitativa e quantitativa de CFZ em po

liofolizado para solucdo injetavel.

M étodos qualitativos.

Realizar testes de identificacdo de CFZ baseada nas suas caracteristicas fisicas.

v
v

Avaliar a solubilidade de CFZ em po liofilizado para solucéo injetavel.

Determinar a umidade de CFZ po liofilizado para solucgéo injetavel empregando a técnica de
perda por dessecagéo.

Avaliar o ponto de fusdo de CFZ substancia quimica de referéncia (SQR) e pé liofilizado
para solucéo injetavel.

Determinar o pH da solugdo de CFZ em po liofilizado para solucéo injetavel.

Desenvolver método por cromatografia em camada delgada (CCD) para identificacdo de
CFZ em pd liofilizado para solucdo injetavel.

Desenvolver método por espectrofotometria na regido ultravioleta (UV) e na regido de
infravermelho (V) para identificacdo de CFZ em po liofilizado para solucéo injetavel.
Desenvolver método por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), para identificacdo

de CFZ em pd liofolizado para solugéo injetavel.

Métodos quantitativos:

Desenvolver e validar métodos de analises quantitativas de CFZ em pé liofilizado para solugéo

injetavel por:

v
v
v

Espectrofotometria na regido ultravioleta.
Ensaio microbiolégico por turbidimetria.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia.

e Realizar analise comparativa dos métodos quantitativos desenvolvidos e validados para andlise

de CFZ em po liofilizado para solugdo injetavel.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 Cefalosporinas

As cefalosporinas sdo antimicrobianos frequentemente utilizados na pratica clinica, por terem
largo espectro de atividade antimicrobiana, possuirem baixa toxicidade, sendo indicados no
tratamento de diversos tipos de infecgdes (CHAN et al., 1986; SALGADO, TOZO, 2007,
MORENO, SALGADO, 2010; BRUNTON et al., 2012).

Assim como as penicilinas, as cefalosporinas sdo antimicrobianos B-lactdmicos de ampla
utilizagdo, juntos, constituem o maior grupo de antimicrobianos disponiveis. Surgiram nas décadas
de 1940 e 1960, respectivamente, sendo, ainda hoje, os mais comercializados e de vasta importancia
terapéutica (OHMORI et al., 2011). Novos farmacos pertencentes a estes grupos continuam sendo
sintetizados, visando a obtencdo de antimicrobianos mais eficazes, estaveis e menos toxicos
(ALEKSEEV, 2010). Seu mecanismo de acdo decorre da inibicdo da sintese de parede celular de
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, de uma maneira similar & penicilina, pois apresentam
semelhancas estruturais (SALGADO, TOZO, 2007; BRUNTON et al., 2012). Devido a estas
semelhancas, estimava-se que os individuos com antecedentes de reacdes alérgicas a penicilina
possuiam maior tendéncia a desenvolverem reacOes alérgicas as cefalosporinas, originadas pela
reatividade cruzada relacionada com o anel B-lactdmico, presente em ambas (NORBY, 1987;
ANTUNEZ et al., 2006). No entanto, h& controvérsias, pois varios trabalhos demonstram que as
cefalosporinas podem ser empregadas com seguranga no tratamento de individuos alérgicos a
penicilina e ainda se sobressaem por serem resistentes a penicilinase (GOODMAN et al., 2001,
PICHICHERO, 2007; DEPESTEL et al., 2008).

Varios trabalhos divulgados na literatura descrevem o surgimento das cefalosporinas por meio
do fungo Cephalosporium acremonium isolado, em 1948, por Brotzu, no mar préximo a uma saida
de esgoto na costa da Sardenha. Os estudos realizados naquela época constataram que os filtrados
ndo purificados de culturas deste fungo inibiam o crescimento in vitro de Staphylococcus aureus e
curavam as infeccdes estafilococicas e a febre tifoide em meados da Segunda Guerra Mundial. Os
liquidos das culturas nos quais o fungo da Sardenha era cultivado continham 3 antibioticos distintos,
que foram denominados cefalosporina P, N e C. A partir do nlcleo ativo da cefalosporina C, se
obteve o 4&cido 7-aminocefalosporanico e modificagbes quimicas estruturais oriundas de
substituicbes em suas cadeias laterais permitiram o surgimento de varios antimicrobianos

semissintéticos semelhantes as penicilinas e com maior atividade antibacteriana (BROTZU, 1948;
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AL-MOMANI, 2001; MARTINEZ et al., 2002; SAMANIDOU et al., 2003; EL-SHABOURY et al.,
2007; BRUNTON et al., 2012). A adicéo de diferentes compostos nas cadeias laterais em R1 e/ou
R2 no nucleo cefémico da cefalosporina influencia diretamente na fungdo do farmaco, de modo que
0s substituintes na posi¢cdo 7 do anel B-lactamico estdo relacionados a alteracdo da atividade
antibacteriana destes compostos e substitui¢des na posi¢cdo 3 do anel diidrotiazina estdo associadas a
alteragdes no metabolismo e nas propriedades farmacocinéticas do farmaco (MOHAMED et al.,
2008; RANG et al., 2008; BRUNTON et al., 2012). As cefamicidas sdo antimicrobianos que
diferem das cefalosporinas, por possuirem um grupo metdxi na posi¢cdo 7 do anel B-lactamico no

nucleo do acido 7-aminocefalosporanico, como apresentado na Figura 1.

Figura 1- Ndcleo penicilina (a) cefalosporina (b) cefamicina (c)

R1 H R1 H R1 HOMe
il S Y i g 7
o o R2 o R2
Ho~ O 07 “OoH 0~ “OoH
(a) (b) (c)

Fonte: BRUNTON et al., 2012

As cefalosporinas e as cefamicidas podem ser classificadas com base nas suas estruturas
quimicas, farmacologicas, resisténcia a P-lactamase ou espectro antimicrobiano, no entanto o
crescente surgimento de novos farmacos destas classes a cada ano nos permitiu estabelecer um
sistema de classificagdo por “geracdes” que se tornou muito usual. A classificacdo por geracOes
baseia-se nas caracteristicas gerais do farmaco e na sua atividade antimicrobiana (REYGAERT,
2011; BRUNTON et al., 2012). Recentemente, com a sintese de ceftaroline e ceftobiprole, ja séo
cinco as geracOes de cefalosporinas existentes (REYGAERT, 2011; JACQUELINE, TATTEVIN,
2012). A cada nova geracdo de cefalosporinas lancada se observa um aumento progressivo no
alargamento do espectro de bactérias Gram-negativas, certa reducdo na atividade contra bactérias
Gram-positivas e maior resisténcia as P-lactamases da primeira para a quinta geragdo (EL-
SHABOURY et al., 2007; KUSABA, 2009). As diferencas estruturais das cefalosporinas e suas

indicacOes terapéuticas estdo apresentadas na Tabela 1.
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3.2 Cefazolina sédica

A cefazolina sodica (CFZ), antimicrobiano B-lactamico semissintético classificado como uma
cefalosporina de primeira geragdo, disponivel comercialmente na forma farmacéutica de pé
liofilizado para solucdo injetavel e como solucdo oftdlmica, ndo possuindo absorcdo por via oral
(BOLOS et al., 1987). Seu uso na pratica clinica destaca-se por se manter ha anos como farmaco de
escolha na profilaxia perioperatdria (pré-operatdrio, intra-operatorio e pos-operatorio) (KUSABA,
2009). Uma dose unica de cefazolina imediatamente antes da cirurgia constitui a profilaxia mais
usada em diversos procedimentos cirdrgicos (BRUNTON et al., 2012) e reduz a incidéncia de
infeccbes que podem representar graves complicagdes em individuos submetidos a cirurgias
(WANG et al., 2004). A estrutura quimica da CFZ esta representada na Figura 2.

Figura 2- Estrutura quimica da CFZ (CAS 27164-46-1)

COzNa
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Fonte: British Pharmacopoeia, 2010.

Embora o espectro antibacteriano de CFZ seja tipico das outras cefalosporinas de primeira
geracao, ela se sobressai por demonstrar atividade contra algumas espécies de Enterobacter e por ter
meia-vida mais longo podendo ser administrada em intervalos menos frequentes. Sua eficdcia como
agente terapéutico é satisfatoriamente reconhecida, o que a torna preferida dentre as cefalosporinas
deste grupo (KUSABA, 2009; BRUNTON et al., 2012).

A CFZ é oficialmente descrita na British Pharmacopoeia, 2010; European Pharmacopoeia,
2005; Farmacopeia Portuguesa, 2005; Japanese Pharmacopoeia, 2011 e na United States
Pharmacopeia, 2010, em que métodos por cromatografia liquida com detector UV sdo empregados

para sua avaliacao.

3.2.1. Espectro de agao e aplicaces clinicas
A CFZ é um antimicrobiano de amplo espectro, semelhante a cefalotina (LIANG et al., 1994;
YEH, CHI, 2001; EL-DESOKY et al., 2005), apresenta atividade contra bactérias Gram-positivas e
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atividade relativamente moderada contra micro-organismos Gram-negativos, tais como E. coli,
Proteus e Klebsiella (RANG, 2008; KUSABA, 2009; BRUNTON et al., 2012). A CFZ ¢ indicada
para profilaxia perioperatdria de diferentes tipos de cirurgias, tais como a profilaxia de endometrite
em cesariana (SWEETMAN, 2009), cirurgias cardiovasculares, gastrintestinais, histerectomia,
artroplastia, entre outras. No entanto, é valido ressaltar que a posologia deve ser ajustada em relagédo
as diferentes indicacBes médicas, levando em consideracdo o quadro clinico do individuo, com
intuito de manter os niveis de farmaco acima da concentracdo inibitéria minima (CIM). Desta
forma, é possivel alcancar a exceléncia na eficacia e seguranca terapéutica, minimizando possivel
desenvolvimento de resisténcia ao farmaco, que vem sendo usado ha mais de 40 anos como farmaco
de escolha para profilaxia cirurgica (KUSABA, 2009).

Como agente terapéutico, a CFZ € indicada para o tratamento de infeccdes bacterianas
causadas por organismos sensiveis em varios 0rgaos, como estruturas da pele, trato respiratorio,
genital, urinario, vias biliares, infec¢bes Osseas, articulares, infecgdes estafilococicas em geral e em
alguns casos de septicemia decorrente de micro-organismos suscetiveis (LIANG et al., 1994;
KUSABA, 2009). E usada também no tratamento de endocardite (por estafilococos) e peritonite
associada a dialise peritoneal ambulatorial continua (SWEETMAN, 2009).

3.2.2. Mecanismo de a¢do

O mecanismo de acdo das cefalosporinas é similar ao das penicilinas (RANG, 2008;
KUSABA, 2009). Considerando que a parede celular bacteriana é imprescindivel para o crescimento
e desenvolvimento destes micro-organismos, 0 mecanismo de acdo das cefalosporinas consiste na
inibicdo da sintese da parede celular bacteriana, sendo letal ao micro-organismo. A parede celular
bacteriana ¢ composta por peptidoglicano, um componente heteropolimérico que proporciona
estabilidade mecanica rigida em virtude da sua estrutura reticulada. O peptidoglicano € constituido
de cadeias de glicanos que consistem em filamentos lineares de dois aminoagucares alternados e
unidos por meio de ligagdes cruzadas de cadeias peptidicas, sendo esses aminoagucares 0
N-acetilglicosamina e o &cido N-acetilmurdmico. O &cido N-acetilmurdmico & um pentapeptideo
com dipeptideo D-alanil-D-alanina terminal. A biossintese do peptidoglicano 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 pentapeptideo (D-alanina), liberando a quinta molécula (também D-alanina).
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Os antimicrobianos B-lactdmicos sdo bactericidas que agem inibindo essa Gltima etapa da sintese do
peptidoglicano (BRUNTON et al., 2012).

Além da inibi¢do da transpeptidase, é importante considerar que as bactérias possuem varias
proteinas de ligacdo das penicilinas (PLPs), que variam quanto as suas afinidades pelos diferentes
antibidticos B-lactamicos, mas sempre resultam em interacfes covalentes. As PLPs catalisam a
reacdo de transpeptidacdo que remove a alanina terminal para formar uma ligacdo cruzada com um
peptideo adjacente, resultando em uma parede celular rigida. Os B-lactamicos 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 peptidioglicano e levando a
morte celular (KATZUNG, 2010; BRUNTON et al., 2012).

3.2.3. Mecanismo de resisténcia

A resisténcia as cefalosporinas pode estar relacionada com a incapacidade de o
antimicrobiano atingir seus locais de agdo, ou na alteracdo das PLPs, que s&o alvos das
cefalosporinas, de modo que os antibioticos passam a ligar-se as enzimas bacterianas (f-lactamases)

capazes de hidrolisar o anel B-lactamico e inativar a cefalosporina (BRUNTON et al., 2012).

3.2.4. Farmacocinética

Como a CFZ é pouco absorvida pelo trato gastrintestinal, sua administracdo se da por infusdo
intravenosa ou intramuscular. Apés uma dose de 500 mg administrada por via intramuscular, as
concentracdes plasmaéticas séo de, no minimo, 30 pg/mL em 1 hora. Cerca de 85% de cefazolina se
liga as proteinas plasmaticas. A meia-vida sérica da CFZ é de aproximadamente 1,5 horas apds
administracdo intravenosa e aproximadamente 2 horas ap6s administracdo intramuscular, sendo
aumentada em individuos com insuficiéncia renal, pois é excretada por filtracdo glomerular e
alguma secrecdo tubular renal (KORDS et al., 1976; KUSABA, 2009; SWEETMAN, 2009). O uso
de CFZ durante a gravidez deve ser restrito a casos expressamente necessarios, pois ndo ha estudos
adequados e bem controlados para esse grupo de individuos, mas sabe-se que durante a gravidez
ocorre a diminuicdo de albumina disponivel, consequentemente a capacidade de ligacdo as proteinas
plasmaéticas passa a ser menor e a concentragdo de farmaco livre torna-se maior, alterando a sua
farmacocinética (KUSABA, 2009). Em levantamento bibliografico realizado na 362 edicdo do
Martindale - The Complete Drug Reference, é relatado que a Academia Americana de Pediatria

considera o tratamento compativel com aleitamento materno, pois segundo os estudos realizados, a



40
Revisdo Bibliogrdfica

quantidade do farmaco encontrada no leite é extremamente pequena (equivalente a menos de
0,075% da dose) e efeitos adversos ndao foram observados em criangcas amamentadas cujas mées
estavam recebendo CFZ (SWEETMAN, 2009). A CFZ é capaz de atravessar a barreira placentéria,
no entanto, isso ndo impede sua utilizacdo em cesarianas (SAMER et al., 2000). Entretanto, a
seguranca para utilizacdo em prematuros e em recém-nascidos ndo foi estabelecida (KUSABA,
2009).

3.2.5. Reacg0es adversas

Efeitos colaterais de CFZ ndo sdo comuns; apesar de sua baixa prevaléncia, alguns casos de
hipersensibilidade e colite pseudomembranosa séo descritos por Kusaba em 2009 e por Pipet e
colaboradores em 2011. A possibilidade de individuos com insuficiéncia renal apresentarem
encefalopatia e convulsdes é considerada se a dosagem apropriada do fa&rmaco ndo for devidamente
ajustada (KUSABA, 2009). H&a relatos que o farmaco esteja associado a raros casos de
hipoprotrombinemia e Sindrome de Stevens-Johnson (SWEETMAN, 2009).

3.2.6. InteracOes medicamentosas

A mistura de antibacterianos p-lactamicos e aminoglicosideos pode resultar em inativacao de
ambas as substancias e a administracdo concomitante destes farmacos propicia o aumento da
incidéncia de nefrotoxicidade. A CFZ potencializa os efeitos da varfarina e a probenicida eleva a
concentracdo plasmética de CFZ aumentando os riscos de toxicidade. Ndo se recomenda a mistura
de CFZ com outras medicaces; se clinicamente necessarios, devem ser administrados
separadamente (SWEETMAN, 2009).

3.2.7. Métodos analiticos

Estudos cientificos envolvendo o desenvolvimento, aperfeicoamento e validacdo de métodos
analiticos visando a redugdo de custo e tempo de analise, tornando o método vidvel e de facil
execucdo na induastria farmacéutica, sdo fundamentais para garantir a qualidade do produto ja
comercializado.

A estabilidade de CFZ foi estudada por Furlanetto e colaboradores, em 1994; neste trabalho, o
farmaco foi submetido a degradacdo acelerada em trés diferentes temperaturas (37, 45 e 60 °C) por

180 dias; as analises foram feitas por polarografia e os dados foram processados utilizando equacédo
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de Arrhenius para predizer o prazo de validade. Os resultados apresentados indicaram que o farmaco
em analise possui estabilidade, ja que apenas as amostras armazenadas a 60 °C apresentaram
decomposicdo de mais de 10%. A presenca de formas polimorficas também foi pesquisada neste
mesmo periodo por calorimetria exploratoria diferencial e difracdo de raios X. Os autores
observaram que a CFZ manteve a sua cristalinidade quase que inalterada com o envelhecimento,
independente do armazenamento e da temperatura.

Entretanto, sabe-se que as técnicas de liofilizacdo empregadas no processo de fabricagdo do
farmaco podem resultar na formacdo de produtos amorfos e cristalinos; o conteddo amorfo de uma
substancia cristalina altera as suas propriedades fisico-quimicas, tornando o farmaco mais soltvel e
menos estavel, o que consequentemente ira interferir na sua biodisponibilidade, podendo modificar
o desempenho da forma farmacéutica (OGUCHI et al., 1995).

Diferentes formas cristalinas de CFZ sdo descritas na literatura desde 1978, quando Pikal e
colaboradores caracterizaram nove diferentes formas cristalinas de CFZ por calorimetria e difracdo
de raios X. Em 1990, Kalinkova e colaboradores apresentaram um estudo comparativo de quatro
formas cristalinas de CFZ por espectrometria na regido do infravermelho, difragdo de raios X e
microscopia eletronica de varredura. A atividade antibacteriana destas quatro formas cristalinas foi
avaliada em 1999 por Opalchenova e Kalinkova. Neste trabalho, a concentracdo inibitéria minima
de CFZ sobre 182 bactérias Gram-positivas e 98 Gram-negativas foram analisadas por difusdo em
agar e diferencas significativas foram constatadas na atividade microbioldgica.

Oguchi e colaboradores (1995) descreveram um metodo por calorimetria para avaliar as
diferentes formas cristalinas e possiveis elementos secundarios aderidos no momento da
cristalizacdo de CFZ gerados com o sistema Freeze-Drying. Provaveis formas amorfas também
foram investigadas por calorimetria, em um estudo apresentado por Chadha e colaboradores, em
2005.

Alguns métodos analiticos para identificacdo e quantificacdo de CFZ sdo descritos na
literatura, tais como: bromometria (KAMINSKI, BODOR, 1979); calorimetria (FARHADI et al.,
2002; SALEM, ASKAL, 2002; OMAR et al., 2009); eletroforese capilar (MAYER, 2003; SUM et
al., 2011); espectrofotometria na regido ultravioleta (UV) e visivel (VIS) (PAPAZOVA et al., 1983;
AYAD et al.,1999; AMIN et al., 2000; SALEH et al., 2001; SALEM, ASKAL, 2002; SALEH et al.,
2003; SALEH et al., 2009; RAGEH et al., 2010); fluorimetria (BEBAWY et al., 2003); indice de
refracdo (WENG et al., 2004); luminescéncia (YANG et al., 1999); polarografia (OGOREVC,
HUDNIK, 1985; EL-DESOKY et al., 2005); quimioluminescéncia (SUN et al.,, 2004,
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THONGPOON et al., 2005; LI, LU, 2006) e radiossensibilidade (CRUCQ et al., 2000). Dentre estes
diversos métodos citados, encontram-se métodos baseados na formacdo de complexos metélicos,
transferéncia de carga em reagdes quimicas, técnicas que envolvem processos de degradacdo e
oxidacdo do farmaco em é&cido sulfurico, entre outros. Embora estes diferentes métodos possam ser
empregados para anélise do farmaco, sendo adequados para o propoésito a que foram desenvolvidos,
suas vantagens e desvantagens devem ser consideradas, para avaliar sua viabilidade. Infelizmente,
alguns métodos demonstraram ser complexos e demorados, ou pouco seletivos e alguns desprendem
de alto investimento com equipamentos e materiais. Em contrapartida, o controle de qualidade na
industria farmacéutica requer métodos analiticos confidveis, capazes de assegurar a eficacia
terapéutica do farmaco comercializado, mas que sejam simples, rapidos, versateis, que ndo exijam
procedimentos complicados ou onerosos e que ndo gerem residuos toxicos, para que, desta maneira,
possam ser empregado nas anélises laboratoriais com seguranca.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma das mais modernas técnicas de
separacao e quantificagdo de substancias. Metodologias cromatogréficas priorizando menor tempo
de analise, que sejam economicamente viaveis, com baixo consumo de solventes organicos é um
tema de alta relevancia, que tem ganhado destaque. Preconiza-se ainda que o método seja seguro ao
operador e que ndo polua o meio ambiente, posto que atualmente a sustentabilidade vem sendo
discutida e encorajada mundialmente.

Os vaérios métodos por CLAE envolvendo analise de CFZ encontrados na literatura foram
organizados cronologicamente nas Tabelas 2 e 3 e 0s métodos oficiais existentes em compéndios
farmacopeicos para este farmaco estdo descritos nas Tabelas 4 e 5. Muitos dos métodos descritos ate
0 momento sdo voltados para a quantificacdo de CFZ em matriz biol6gica, necessitando pré-
tratamento da amostra, entre outros procedimentos demorados, que requerem equipamentos
sofisticados, de custos elevados ou uso de grandes quantidades de solventes organicos que sao
toxicos para 0s operadores e para 0 meio ambiente. No entanto sdo poucos os trabalhos validados
para quantificacdo de CFZ na forma farmacéutica, visando o controle de qualidade do farmaco pés-

fabricacdo, proporcionando seguranga para o usuario (Tabela 3).
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Recentemente, um trabalho baseado no método de cromatografia por afinidade eletroforética
(EAC) foi elaborado por Rani e colaboradores (2011) para separar uma mistura de cinco
cefalosporinas, dentre elas a CFZ. Alguns trabalhos descrevem métodos por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massas — LC-MS (BECKER et al., 2004; OHMORI et al., 2011),
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a detector de massas — UPLC-MS (AHSMAN et
al.,, 2009; CARLIER et al., 2012) e cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas com ionizagao por eletrospray e seletiva reacdo de monitorizagdo ion trap
LC-ESI-SEM-MS (FAGERQUIST, LIGHTFIELD, 2003), para determinacdo de CFZ, dentre
outros farmacos, presentes em plasma.

Os métodos mais comuns empregados para analise de cefalosporinas sdo a cromatografia
liquida associada ao método de deteccdo UV e os ensaios microbioldgicos. A espectrofotometria na
regido de ultravioleta € um importante recurso utilizado para quantificacdo de substancias, uma vez
que esta relacionada com a estrutura eletrdnica da molécula. A técnica consiste na absortividade de
um composto quimico de acordo com a estrutura molecular do composto, a intensidade da radiacéo
incidente, a concentracdo da substéncia, o caminho dptico, o solvente utilizado, a temperatura e 0
comprimento da radiagdo (KOROLKOVAS, 1988). O método por espectrofotometria de absor¢édo
no ultravioleta vem sendo empregado como prova de identificacdo, por comparacdo do perfil
espectral de varios compostos quimicos; tal recurso € importante para fins de caracterizacdo da
substancia a partir da obtencdo dos comprimentos de onda de maiores absorvancias
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). A utilizacdo deste método para quantificacdo de farmacos
na forma farmacéutica também tem se destacado por apresentar caracteristicas favoraveis para
aplicagdes no controle de qualidade. Os métodos desenvolvidos por espectrofotometria UV tém
demonstrado resultados igualmente precisos, exatos e reprodutiveis aos preconizados em
compéndios oficiais, com a vantagem de serem praticos, rapidos e de baixo custo (MARONA,
SCHAPOVAL, 1999; GOMES, SALGADO, 2005; SALGADO, OLIVEIRA, 2005; MORENO,
SALGADO, 2008b; MORENO, SALGADO, 2009; FIORENTINO, SALGADO, 2011; BONFILIO
et al.,, 2011; SILVA et al., 2012b). Apesar das suas inimeras vantagens, toda técnica tem suas
limitacGes; neste sentido os métodos por espectrofotometria na regido de ultravioleta néo
apresentam especificidade para diferir estruturas quimicas que apresentem os mesmos cromaéforos,
qguando comparados a metodologia por infravermelho e cromatografia de alta eficiéncia, capazes de

distinguir substancias semelhantes e detectar produtos de degradacéo.
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A espectrofotometria na regido do infravermelho é uma técnica amplamente utilizada na
caracterizacdo de estruturas complexas (LOPES, 2004). Os &tomos presentes nas moléculas
possuem diferentes modos vibracionais em frequéncias especificas, correspondentes aos niveis de
energia absorvida pela amostra quando um feixe de luz monocromatico o atravessa. A partir desta
energia absorvida em dado comprimento de onda, um espectro de transmitancia ou de absorvancia
caracteristico da molécula é produzido. Recentemente, esta técnica foi empregada com éxito na
validacdo de metodologia para a quantificacdo de ceftazidima e de ampicilina sédica (MORENO,
SALGADO, 2012a; TOTOLI, SALGADO, 2012).

Dentre as técnicas analiticas disponiveis, a cromatografia liquida de alta eficiéncia predomina
como uma das mais relevantes técnicas de separacdo e quantificacdo de substéncias, capaz de
apresentar resultados confiaveis de alta resolucdo, eficiéncia, seletividade e sensibilidade. O amplo
numero de trabalhos com esta metodologia disponivel na literatura decorre das inUmeras vantagens
que o método proporciona (MARONA et al., 1999; SALGADO et al., 2005; TOZO, SALGADO,
2006; LOPES, SALGADO, 2008; MORENO, SALGADO, 2008b; LOPES, SALGADO, 2009;
SALGADO et al., 2009; CAZEDEY et al., 2009; BONFILIO et al., 2009; CAZEDEY et al., 2011;
PASSONI, SALGADO, 2011; VIEIRA, SALGADO, 2011; MORENO, SALGADO, 2012b;
CORREA et al., 2012; SILVA, SALGADO, 2012c). Ainda que os métodos por CLAE possam ser
empregados para infinitas finalidades e sdo atualmente os mais utilizados para quantificagéo do teor
de farmacos, eles sozinhos ndo podem inferir analises de poténcia em relacdo a atividade do farmaco
frente aos micro-organismos. Para isso a associacdo de ensaios microbioldgicos, tais como
metodologia por difusdo em agar ou por turbidimetria séo indispensaveis e corroboram para melhor
avaliar o farmaco (SALGADO et al., 2006; GOMES, SALGADO, 2006; SALGADO, TOZO, 2007;
MORENO, SALGADO, 2007; LOPES, SALGADO, 2010; CAZEDEY, SALGADO, 2011,
FIORENTINO; SALGADO, 2012).

Poucos trabalhos microbioldgicos para anélise de CFZ foram encontrados na literatura. Em
1974, representantes do laboratorio Smith Kline & French Laboratories, na Filadélfia, Pensilvania -
EUA descreveram um bioensaio fotométrico semiautomatico para determinacdo quantitativa do até
entdo recém-lancado antimicrobiano CFZ. Neste método, Streptococcus faecalis ATCC 10541 e
solucdo de tampédo fosfato 1% pH de 6,0 a 7,0 foram utilizados. O método desenvolvido foi
comparado aos tradicionais métodos por difusdo em agar e as inimeras vantagens do ensaio por
turbidimetria foram exaltadas. E relevante considerar que para a realizacdo deste método

investimentos adicionais na aquisi¢cdo do equipamento para implantagdo automatizada do “Sistema
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Autoturb” e o preparo de solucdo tampao sdo necessarios (PITKIN et al.,1974). Também por ensaio
turbidimétrico a atividade de CFZ foi avaliada em relagdo as colbnias de enterobactérias por
Greenwood e colaboradores, em 1975. O método por difusdo em &gar foi utilizado por Yeh e Chi em
2001 para definir a atividade de cefalotina e cefazolina contra Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae. A atual edi¢do da Farmacopeia Brasileira (2010) ndo apresenta monografia para CFZ
em seu compéndio, mas traz o ensaio microbiolégico por difusdo em agar com cepas de
Saphylococcus aureus (ATCC 6538p) para analise de CFZ no capitulo de ensaios microbiologicos
de antibidticos.

A utilizagdo de métodos espectrofotométricos (UV) validados associados a ensaios bioldgicos
permitem que controle de qualidade possa executar suas atividades de forma simples, sem necessitar
de grande infraestrutura. Os ensaios microbioldgicos sdo fundamentais para predizer a atividade do
antimicrobiano, mas sozinhos, ndo conseguem distinguir a atividade de varias substancias ativas em
uma mesma amostra e ndo permitem determinar, separar e quantificar possiveis produtos de
degradacdo ou interferentes, para isso 0 método por cromatografia liquida de alta eficiéncia é o mais
adequado. Portanto, tais métodos s&o importantes e se complementam.

3.2.8. Validagdo de métodos analiticos

A escolha do método a ser desenvolvido depende das caracteristicas do farmaco e da
finalidade da andlise, sendo necessario levar em consideracdo fatores que priorizem a otimizacao
das condicgdes que se dispde como equipamentos, reagentes e infraestrutura. O metodo deve ainda
ser simples, répido, pratico, de baixo custo e baixo risco ocupacional e ambiental.

A validacdo de método analitico é o processo de demonstrar que 0 método € adequado ao uso
pretendido, é um aspecto primordial da garantia da qualidade analitica e tem recebido consideravel
atencdo na literatura (BARROS, 2002). A validacdo comeca no planejamento da estratégia analitica
e continua ao longo de todo o seu desenvolvimento e transferéncia. Para registro de novos produtos,
0s Orgdos regulatdrios do Brasil e de outros paises exigem a validacdo de metodologia analitica e,
para isso, a maioria deles tem estabelecido documentos oficiais que sao diretrizes a serem adotadas
no processo de validacdo. Um processo de validagdo bem definido e documentado oferece as
autoridades regulatdrias, evidéncias objetivas de que 0os métodos e os sistemas sdo adequados para 0
uso desejado (BRASIL, 2003; RIBANI, 2004; ICH, 2005). O desenvolvimento de métodos que
permitam quantificar fArmacos em matéria prima, produto semiacabado e em medicamento é

fundamental para o controle de qualidade destes produtos no &mbito da industria farmacéutica.
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Orgdos como ICH, 1SO, ANVISA e INMETRO exigem o item validagdo de métodos
analiticos como requisito fundamental para assegurar a qualidade do produto (ISO, 1999; BRASIL,
2003; RIBANI, 2004; ICH, 2005; INMETRO, 2011). A Resolu¢do RE n° 899, de 29/05/2003 -
GUIA PARA VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS E BIOANALITICOS (BRASIL, 2003)
determina que a validagéo deva garantir, por meio de estudos experimentais, que 0 método atenda as
exigéncias das aplicacfes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve
apresentar seletividade, linearidade, precisdo, limite de quantificag&o, limite de deteccéo, robustez e
exatiddo adequadas a analise. Sdo destacados 0s seguintes aspectos:

e Especificidade e Seletividade: E a capacidade que o método possui de medir exatamente um
composto em presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de degradagéo e

componentes da matriz.

e Linearidade: E a capacidade de um método analitico demonstrar que os resultados obtidos
sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado.

Precisdo: A precisdo representa o grau de concordancia entre 0s resultados de andlises
individuais de uma mesma amostra homogénea, em idénticas condi¢cdes de ensaio. A precisdo é
determinada pela repetibilidade, precisdo intermediéria e reprodutibilidade. A repetibilidade é
efetuada por meio de vérias analises, nas mesmas condi¢des em curto intervalo de tempo. A precisao
intermedidria expressa o efeito das variacGes devido a eventos como diferentes dias, analistas ou
equipamentos. A reprodutibilidade se refere ao uso do procedimento analitico em diferentes
laboratdrios, como parte de estudo colaborativo. A precisdo é expressa através do desvio padrdo

relativo - DPR (Equacéo 1).

Equacéo 1
Em que:
DP= desvio padrao

Média= média dos valores obtidos

e Limite de Deteccdo: Limite de deteccdo é a menor quantidade do analito presente em uma
amostra que pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condicGes

experimentais estabelecidas.
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e Limite de Quantificacdo: E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser

determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢fes experimentais estabelecidas.

e Exatiddo: E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relagio ao

valor verdadeiro.

e Robustez: E a medida de sua capacidade em resistir a pequenas e deliberadas variages dos
parametros analiticos. Indica sua confianga durante o uso normal.

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 validacdo de métodos analiticos é imprescindivel para o controle de qualidade na producao

de medicamentos seguros, o que justifica o desenvolvimento deste trabalho.
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4. Aspectos gerais do farmaco

Nome genérico: Cefazolina sodica (CAS 27164-46-1)

Nome quimico: (6R,7R)-3-[[(5-metil-1,3,4-tiadiazol-2-il)sulfanil]metil]-8-oxo-7-[(1H-tetrazol-

1-il) acetil] amido]-5-tia-1-azabiciclo [4.2.0]-oct-2-eno-2-carboxilato de sadio.

Formula quimica: C14H13NgNaO,4S;

Massa moleular: 476,5 g/mol

Teor de sodio: 48,3 mg/g

Propriedades fisicos-quimicas: Apresenta-se na forma de po6 cristalino branco ou quase branco,

muito higroscopico; é facilmente sollvel na dgua e muito pouco soltvel em etanol (EP, 2005; FP,

2005; BP, 2010; USP 33, 2010).

Categoria: Antimicrobiano

Classe: Cefalosporina de primeira geragdo

pH: De4e6.

pKa: O pKa da CFZ foi calculado usando software ACD/Labs 6.0 que exibiu valores de 2,6

+ 0,50 para o grupo carboxilico e 10 para amida secundéria presentes na estrutura quimica de CFZ.

Estes resultados estdo de acordo com os valores de pKa citados na literatura para CFZ (Tabela 6).



55
Aspectos gerais do farmaco

Tabela 6- Valores de pKa descritos para CFZ

pKa Condigées Referéncia
2,15 (Espectrofotometria)
2,05 (Titulagdo potenciométrica) B

Zappala et al., em 1975,

2,50 - Liang et al., 1994

2,54 Agua .

2,78 0,10 M/mL Lauril sulfato de sédio Pinto et al., 1995

210 Chadha et al., 2005
! — El-Shaboury et al., 2007

2,67 (Titulacdo potenciométrica) 1,0 M KCI

2,73 (Titulagdo potenciométrica) 0,7 M KCl

2,79 (Titulacdo potenciométrica) 0,4 M KCl

2,86 (Titulagdo potenciométrica) 0,1 M KCl

2,71 (Titulacdo potenciométrica) 1,0 M KNO;3

2,77 (Titulagdo potenciométrica) 0,7 M KNO3 Alekseev et al., 2010

2,81 (Titulagdo potenciométrica) 0,4 M KNO;

2,87 (Titulagdo potenciométrica) 0,1 M KNO;

2,95 (Titulagdo potenciométrica) =0

2,75 (Titulagdo potenciométrica) .

2,54 (Titulacdo potenciométrica) 1=0,5

10,87 _ Drug Bank, 2012

Comercializacdo de CFZ no Brasil: No Brasil, a CFZ é comercializada como: cefazolina
sodica (genérica) pelos Laboratorios Antibiéticos do Brasil Ltda (ABL) e Eurofarma, Ceftrat® pelo
Laboratério Unido Quimica, Cellozina® pelo Laboratério Cellofarm, Cezolin® pelo Laboratério
Biochimico, Duocef® pelo Laboratério Bergamo, Fazolon® pelo Laboratério Ariston, Zolin® pela
Itaca Laboratorios e Kefazol® pelo Laboratério Eli Lilly do Brasil (SWEETMAN, 2009).

Comercializcdo de CFZ no mundo: A cefazolina ¢ comercializada desde 1970, estando
disponivel em paises como: Africa do Sul: Cefacidal®; Izacef®; Kefzol®; Ranzol®; Alemanha:
Basocef®; Elzogram®; Argentina: Cefalomicina® Cefamezin®; Austrdlia: Kefzol®; Austria:
Kefzol®; Servazolin®; Zolicef®; Bélgica: Cefacidal®; Kefzol®; Canada: Kefzol®; Chile: Kefzol®;
Espanha: Areuzolin®; Brizolina®; Camil®; Caricef®; Cefa®; Resan®; Cefacene®; Cefadrex®;
Dacovo®; Fazoplex®; Filoklin®; Gencefal®; Intrazolina®; Kefol®; Kurgan®; Neofazol®; Tasep®;
Tecfazolina®; Zolival®; EUA: Ancef®; Zolicef®; Filipinas: Cifoxim®; Cizo®; Cloviz®; Fazol®;
Fonvicol®; Ilozef®; Lupex® Maxcep® Megacef®; Oryant®; Samarial®; Stancef®; Zofadep®:
Zolival®; Franca: Cefacidal®; Grécia: Biozolin®; Vifazolin®, Holanda: Cefacidal®; Cefamezin®;
Kefzol®; Servazolin® Hong Kong: Cefamezin®; Hungria: Totacef®; india: Azolin®; Reflin®;

Zolfin®: Indonésia: Biozolin®; Cefazol®; Israel: Cefamezin®; Kefazin®; Kefzol®; Totacef®; Italia:
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Acef®: Cefabiozim®: Cefamezin®; Cefazil®; Cromezin®; Nefazol®; Recef®: Sicef®: Silzolin®:
Totacef®; Japdo: Cefamezin®; Otsuka®; Cez®; México: Cefacidal®; Nova Zelandia: Kefzol®;
Zepilen®; Polénia: Biofazolin®; Tarfazolin®; Portugal: Cefamezin®; Kurgan®; Repubica Tcheca:
Kefzol® Orizolin®; Vulmizolin® Rlssia: Cefamezin® (Ledamesun); Ifizol® (Mduson);
Intrazoline® (Murpazomun); Kefzol® (Kedsomn); Orizolin® (Opusomnun); Reflin® (Pedmnun); Suica:
Kefzol®; Tailandia: Cefalin® Cefamezin®; Cefazillin® Cefazol®; Cefzolin®; Fazolin®; Zefa®;
Zepilen®; Zolicef®; Zolimed®; Turquia: Cefamezin®; Cefozin®; Equizolin®; lespor®; Maksiporin®;
Sefamax®; Sefazol® e Venezuela: Cefacidal®; Cefarizon®; Cellozina®; Kefzol® (SWEETMAN,

2009).

4.1. Substancia Quimica de Referéncia (SQR)

A substancia de referéncia utilizada foi o padrdo secundario com teor declarado de 98,2%,
lote: F366391 e cddigo para identificacdo: QA423D, fabricado em novembro de 2010 com validade

até novembro de 2013.

4.2. Forma Farmacéutica

Foram utilizadas amostras comerciais de CFZ (genérica) na forma farmacéutica pé liofilizado
para solucdo injetdvel em frasco ampola contendo 1g de substancia ativa (lote: 203674C validade
02/2013).

A SQR e a forma farmacética foram gentilmente cedidas pelo laboratério ABL Antibidticos
do Brasil Ltda. (Cosmopolis-SP).

4.2.1 Diluentes da Forma Farmacéutica

A cefazolina sddica 1g, por via intramuscular deve ser reconstituida com 2,5 mL de agua
estéril para injecdo, podendo também ser reconstituida com solucéo de lidocaina 0,5%, sendo que o
produto reconstituido de lidocaina 0,5% ndo pode ser administrado por via intravenosa. A cefazolina
sodica 1g, por via intravenosa deve ser reconstituida com 10 mL de &gua estéril para injecdo. O
produto reconstituido tem cor levemente amarelada e a sua estabilidade ¢ de 12 horas em

temperatura ambiente (15 a 30 °C) ou 24 horas sob-refrigeracdo (2 a 8 °C) protegido da luz.
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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 contetdo nas especialidades
farmacéuticas e a sua conservacgéo durante todo o periodo em que é comercializado.

Neste trabalho as caracteristicas fisicas do farmaco (solubilidade, ponto de fusdo e pH) foram
avaliados e os métodos qualitativos por cromatografia em camada delgada, espectrofotometria no
ultravioleta, espectrofotometria no infravermelho e cromatografia de alta eficiéncia foram utilizados

para analise e identificacdo de CFZ po liofilizado para solucdo injetavel.

5.1 Caracteristicas fisicas
5.1.1 Método
A CFZ forma farmacéutica po liofilizado para solucdo injetavel descrita no item 4.2. foi

avaliada visualmente em relacdo ao aspecto, cor e odor.

5.1.2 Resultado

A CFZ apresentou-se sob a forma de p6 branco e inodoro. A descrigdo estd de acordo com a
citada pelo fabricante e na bibliografia pesquisada (EP, 2005; FP, 2005; JP, 2006; MERCK INDEX,
2006; USP 33, 2010; SWEETMAN, 2009; BP, 2010).

5.2. Determinacéo de solubilidade

Embora o teste de solubilidade ndo possa ser tomado no sentido estrito de constante fisica, ele
complementa e corrobora com os demais ensaios, sendo preditivo na determinacdo da melhor
solubilidade para testes quantitativos, podendo ter um valor definitivo caso a substancia nao
apresente a solubilidade minima exigida, principalmente, no solvente 4gua (Farmacopeia Brasileira,
2010).

5.2.1 Material

Todas as determinacdes foram realizadas em tubos de ensaio com 25 mm de diametro x
150 mm de altura, com auxilio de micropipeta e agitador Phoenix modelo AT: 56. Os solventes
utilizados foram: acetato de etila PA (Synth), acetona PA (Qhemis), acido acético 0,1 M PA
(Qhemis), 4cido cloridrico 0,1 M PA (Qhemis), 4gua purificada (Milli-Q®), cloroférmio PA (Synth),
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diclorometano PA (Synth), etanol PA (Cinética), éter etilico PA (Qhemis), hidréxido de sédio 0,1 M
PA (Merck), metanol PA (Synth) e n-butanol PA (Synth). Todos os solventes utilizados foram de

grau analitico.

5.2.2. Método

Foram transferidos 10 mg de CFZ 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 conforme o preconizado na Farmacopeia Brasileira, 2010. A
solubilidade encontrada é designada por termos descritivos como consta nas monografias e 0s seus

significados estéo relacionados na Tabela 7.

Tabela 7- Termos descritivos no teste de solubilidade segundo a Farmacopeia Brasileira

Termo descritivo Solvente

Muito soluvel Menos de 1 parte
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Soluvel De 10 a 30 partes
Ligeiramente soluvel De 30 a 100 partes
Pouco soluvel De 100 a 1000 partes
Muito pouco soluvel De 1000 a 10000 partes
Praticamente insoltvel ou insoluvel Mais de 10000 partes

Fonte: FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010.

5.2.3. Resultados

Os resultados obtidos foram apresentados segundo os termos descritivos disponiveis na
Farmacopeia Brasileira (2010), a expressao 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 CFZ pd liofilizado para solucdo injetavel em diferentes solventes encontram-se no
Tabela 8.
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Tabela 8- Solubilidade da CFZ pé liofilizado para solugdo injetavel em diferentes solventes a 25 °C

Solventes Termo descritivo
Acetato de etila Muito pouco soltvel
Acetona Pouco soluvel

Acido acético 0,1 M Muito pouco soltvel
Acido cloridrico 0,1 M Praticamente insoluvel
Agua Purificada Facilmente soluvel
Cloroférmio Praticamente insoluvel
Diclorometano Praticamente insoluvel
Etanol Muito pouco soluvel
Eter etilico Praticamente insoluvel
Hidréxido de s6dio 0,1 M Facilmente soltvel
Metanol Pouco soluvel

n- butanol Praticamente insoluvel

5.2.4. Discusséo

A solubilidade ¢ um método qualitativo que caracteriza a amostra de acordo com a sua
polaridade, sendo util na identificagdo e pureza dos fa&rmacos. Este pardmetro também é necessario
para a determinacdo dos solventes a serem utilizados nos testes quantitativos. De acordo com 0s
parametros avaliados, o0s resultados obtidos para amostra de CFZ po liofilizado para solugdo
injetavel sdo condizentes com compéndios oficiais de referéncia, apresentando ser facilmente
solivel em &gua e muito pouco solivel em etanol (EP, 2005; FP, 2005; USP 33, 2010; BP, 2010);
pouco solivel em metanol (JP, 2011); praticamente insolivel cloroférmio e éter (THE MERCK
INDEX, 2006; USP 33, 2010). Portanto, ainda que os resultados de solubilidade apresentados pelas
farmacopeias e descritos na Tabela 5 difiram entre si, todos os resultados encontrados estdo dentro
das especificacbes farmacopeicas. Essas pequenas diferencas na solubilidade relatadas nos
compéndios oficiais podem ser justificadas devido a presenca de formas polimoérficas presentes na
amostra (PIKAL et al., 1978; KALINKOVA et al., 1990, FURLANETTO et al., 1994; OGUCHI et
al., 1995; OPALCHENOVA, KALINKOVA 1999; CHADHA et al., 2005), que podem estar
interferindo na solubilidade e estabilidade do farmaco. Contudo, o fA&rmaco mostrou ser facilmente

solivel em agua, solvente escolhido para 0 uso nos testes quantitativos a serem realizados.

5.4.3. Determinacéo de umidade
Considerando que muitas substancias farmacopeicas encontram-se na forma hidratada ou com

agua absorvida, os métodos de determinacdo de umidade séo de alta relevancia. O método de perda
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por dessecagdo € usualmente realizado para verificar a quantidade de substancia volatil presente na
amostra. No caso de ser a dgua a Unica substancia volatil, seu teor pode ser determinado pelo
método volumétrico de Karl Fischer.

Portanto o teor de umidade da amostra de CFZ descrita no item 4.2. foi analisado pela técnica
de perda por dessecacdo usando balanca por infravermelho que avalia a presenga de substancias

volateis, por um ensaio gravimétrico e pelo método volumétrico de Karl Fischer.

5.3.1. Material

O método de perda por dessecacao foi realizado em analisador de umidade por infravermelho,
modelo 1V-2000 (Gehaka, SP, Brasil) empregando balanga com aquecimento por radiacéo
infravermelha, que permite avaliar a umidade da amostra.

O teor de &gua foi determinado por equipamento de Karl Fischer ORION® modelo AF8,
usando Reagente de Karl Fischer isento de piridina, metanol da marca Vetec Quimica Fina com no
méaximo 0,005% de agua e tartarato de sdédio diidratado (padrdo volumétrico para padronizacao do
reagente de Karl Fischer contendo 15,66 + 0,05% H,0).

5.3.2. Método

A determinacdo de substancias volateis da amostra de cefazolina sodica em pd liofilizado
para solucdo injetavel (descrita no item 4.2) foi realizada de acordo com a técnica para determinacéo
da perda por dessecagdo utilizando balanca por infravermelho, preconizada pela Farmacopeia
Brasileira (2010). O método de dessecacdo em analisador de umidade por infravermelho consiste em
secar o farmaco até peso constante, em temperatura apropriada, durante o tempo necessario. Neste
ensaio, o contetdo de um frasco de CFZ po liofilizado para solugdo injetavel foi pesado e registrado.
Ap0s, foi transferido para o equipamento, onde permaneceu por 1 hora a 105 °C. O teor de umidade
foi calculado automaticamente pelo equipamento.

Para confirmar o tempo que a amostra deve permanecer no analisador de umidade por
infravermelho, foi realizado um teste gravimétrico. Neste teste, a CFZ p6 liofilizadopara solucéo
injetavel foi exatamente pesada em balanca analitica modelo H10 (Mettler Toledo®, Suica), no
interior de um pesa-filtro previamente dessecado nas mesmas condi¢des da analise e tarado. Apos a
pesagem, o pesa-filtro foi levado a estufa modelo 702.780 (Quimis, SP, Brasil) a 105 °C, para a
dessecacdo da amostra. O procedimento foi realizado em triplicata e o peso do pesa-filtro contendo a

amostra foi analisado de 30 em 30 minutos, até a constatacdo de peso constante. A expressao
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“dessecacdo até peso constante” significa que a secagem deve prosseguir até que duas pesagens
consecutivas ndo difiram em mais de 0,5 mg/g da substancia em exame. Apds esse procedimento a

perda em peso foi calculada em porcentagem pela Equacgéo 2 (Farmacopeia Brasileira, 2010).

Pu_
FPa

% Perda =

%100 Equacéo 2

Em que:
Pa= peso da amostra
Pu= peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da desseca¢do

Ps= peso do pesa-filtro contendo a amostra apds a dessecacdo

A determinacdo de &gua da amostra de cefazolina sédica em pé liofilizado para solucédo
injetavel (descrita no item 4.2) foi determinada pela técnica de Karl Fischer usando, reagente de
Karl Fischer padronizado com padrédo de tartarato de sddio diidratado. Procedeu-se a titulagdo e os
residuos foram descartados de acordo com os procedimentos de biosseguranca.

Os trés ensaios (analise de determinacdo da perda por dessecacdo, ensaio gravimétrico e
ensaio volumétrico por Karl Fischer) foram realizados em triplicata e as determinag¢fes foram

conduzidas de acordo com a técnica preconizada pela Farmacopeia Brasileira (2010).

5.3.3. Resultados
Os resultados encontrados para 0os métodos de determinacdo de umidade sdo apresentados na
Tabela 9.

Tabela 9- Teor de umidade da CFZ po liofilizado para solugdo injetavel determinado por Karl

Fischer e em analisador de umidade por infravermelho

Karl Fischer Balanga de infravermelho Gravimétrico

Ensaio® Teor de umidade (%) Teor de umidade (%) Teor de umidade (%)
1 1,63 2,50 0,90
2 1,54 2,40 0,89
3 1,62 2,60 0,86
Média 1,60 2,50 0,88
DP" 0,04 0,10 0,02
EPM® 0,02 0,05 0,01

3Cada ensaio é a média de trés determinacdes em dias diferentes; "DP= Desvio padréo; “EPM= Erro
Padrdo da Media.
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5.3.4. Discusséo

O teor obtido por analisador de umidade por infravermelho foi de 2,5%, enquanto que, o teor
de umidade encontrado no teste gravimétrico foi de 0,88%, os resultados indicam que 1 hora de
dessecacao a 105 °C é suficiente para remover a umidade presente do farmaco em andlise. J& o teor
de umidade apresentado pelo método por Karl Fischer foi de 1,6%. Resalta-se que dentre os teste
realisados, 0 método de Karl Fischer baseia-se na redugdo de iodo pelo diéxido de enxofre na
presenca de 4gua. O método volumétrico (Karl Fischer) é aplicado apenas para a determinacdo de
agua e tem suas limitacdes, enquanto que os métodos de determinacdo de umidade de perda por
dessecagdo (método gravimétrico e por analisador de umidade por infravermelho) sdo capazes de
detectar substancias volateis, além de ndo gerar residuos toxicos a serem descartados. Dentre os
métodos realisados, 0 método de determinacdo de umidade por balan¢a de infravermelho apresentou
ser 0 mais apropriado, por ser simples pratico e rapido.

E interessante lembrar que cada molécula de &gua possui massa molar equivalente a
18,015 g/mol, portanto a umidade excessiva pode interferir na pesagem da quantia exata de farmaco,
levando a resultados duvidosos de teor ou poténcia, em analises quantitativas. O teor de umidade
acima do especificado também pode indicar ma conservacdo das matérias primas propciando a
deterioracdo dos produtos. Com isso a determinagdo de umidade €é til para se estabelecer o tempo
de dessecacdo ao qual a amostra deve ser submetida prévia as andlises quantitativas, sendo um

ensaio de extrema importancia para a obtencéo de pesagem precisa e resultados confiaveis.

5.4. Determinacéo do ponto de fusdo

A ponto de fusdo de uma substancia é a temperatura a qual uma substancia solida se fluidifica,
e é evidenciado pelo desaparecimento da fase sélida (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

A determinacéo do ponto de fusdo € um método simples, econémico e rapido, frequentemente
empregado na caracterizacdo de um composto, sendo ainda um importante indicativo de pureza,
quando comparado com padrdes de referéncia, pois uma pequena quantidade de impureza pode
causar diminuicdo do ponto de fusdo ou alargar a faixa de fusdo de um determinado composto
(GRAHAM, 1995).

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.
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5.4.2. Método

O ponto de fusdo foi determinado pelo método do capilar. Apds dessecar a CFZ SQR por
1 hora a 105 °C, uma porcdo de CFZ em po liofilizado para solucéo injetavel 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 Stuart Scientific, utilizando-
se taxa de aquecimento de 1,0 °C por minuto, prosseguindo até 10,0 °C apds a completa fusdo do

farmaco.

5.4.3. Resultado

Para a realizacdo do ponto de fusdo, foram utilizadas amostras de CFZ SQR descrita no item
4.1., submetidas a trés ensaios efetuados em dias diferentes, sendo que cada ensaio foi composto
pela determinacgdo simultanea de trés capilares. O mesmo procedimento foi realizado para amostras
de CFZ pé liofilizado para solugdo injetavel (4.2.), a fim de comparar os resultados. O ponto de

fusdo foi observado visualmente e os resultados obtidos estdo apresentados da Tabela 10.

Tabela 10- Ponto de fusdo obtido para as amostra de CFZ pé liofilizado para solugéo injetavel

Ensaio’ Mudanga de cor (°C) Ponto de fusdo (°C)
1 172,9 180,2
2 172,6 181,0
3 172,4 180,6
Média 172,6 180,6
DP” 0,146 0,221
DPR¢ 0,25 0,40

#Cada ensaio é a média de trés determinagdes;
DP= Desvio Padrio;
°DPR= Desvio Padréo Relativo.

A CFZ po liofilizado para solucdo injetavel apresentou inicio de degradacdo, visualizada em
torno de 172 °C pela alteracéo de cor das amostras, aumentando progressivamente de intensidade até
sua completa carbonizagéo, de branco a amarelo-alaranjado-marrom-preto (Figura 3). No entanto, a
fusdo das amostras foi evidenciada a partir de 180 °C e a sua ebuligdo foi observada até 200 °C. O

mesmo procedimento foi realizado para CFZ SQR, que apresentou caracteristicas semelhantes.
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Figura 3- Ponto de fusdo de CFZ p¢ liofilizado para solugéo injetavel

5.4.4 Discussao

Nos compéndios consultados (EP, 2006; FP, 2005; JP, 2011; MERCK, 2006; BP, 2010;
SWEETMAN, 2009; FB, 2010; USP 33, 2010), o ponto de fusdo da CFZ ndo é apresentado.
Zappala e colaboradores, (1975) descreveram o ponto de fuséo da cefazolina em 190 °C. Laudos de
analises de fornecedores como West-Ward Pharmaceuticals com sede em Eatontown, Nova Jersey,
EUA, indicam que a faixa de fusdo para o farmaco em estudo é de 180 °C a 200 °C e o0 nos laudos do
fornecedor chinés ChemKoo o ponto de fusdo para CFZ é 190 °C. Assim sendo, os resultados

encontrados sdo condizentes com os dados descritos na literatura.

5.5. Determinacéo do pH

O pH é o nimero que representa convencionalmente a concentracdo dos ions hidrogénio numa
solucdo aquosa. Por razdes praticas, a sua definicdo é experimental. A determinacdo potenciométrica
do pH ¢ efetuado medindo a diferenca de potencial entre dois eletrodos mergulhados na solugéo; um
destes € um eletrodo sensivel aos ions hidrogénio e o outro um eletrodo de referéncia (por exemplo,
um eletrodo de calomelano saturado) (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005).

5.5.1. Material
O pH da solugdo de CFZ pd liofilizado para solucdo injetavel foi obtido em peagdmetro marca
Micronal modelo B474. O equipamento de medida é um voltimetro habitualmente graduado em

unidades de pH.



66
Andlise qualitativa

5.5.2. Método

O peagametro foi previamente calibrado em solucéo de pH 7 e em solu¢édo de pH 4, conforme
requerido pelo equipamento. Apos calibracdo, os eletrodos foram mergulhados na solu¢do de CFZ
po liofilizado para solucdo injetavel preparad conforme descrito no item 5.5.2.1. e as leituras foram

realizadas em temperatura controlada de 25 °C.

5.5.2.1. Preparo da solugéo
A solucdo para analise foi preparada pesando 1 g de CFZ p6 liofilizado para solucdo injetavel,

adicionada em baldo volumétrico de 10 mL, que foi completado com &gua purificada.

5.5.3. Resultado
O teste foi realizado em triplicata e a média das trés determinacdes de pH para CFZ po

liofilizado para solucéo injetavel foi de 4,88 com DPR de 0,41.

5.5.4. Discussdo
Os resultados obtidos na analise de pH encontram-se de acordo com as especificacdes da FP,
2005; EP, 2006; USP 33, 2010 e BP, 2010 que estabelecem a faixa de pH de 4 a 6 e com a JP, 2011,

em que a faixa de pH especificada é de 4,5 a 6,5, para solucdo de CFZ em &gua purificada 0,1 g/mL.

5.6. Cromatografia em camada delgada

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica de adsorcao liquido-solido, que
consiste na separagdo de compostos atraves da migracdo de substancias por afinidade a fase
estacionéria. E um método simples, rapido, visual e econdmico, usado para 0 acompanhamento de
reacGes organicas e identificacdo de compostos (COLLINS et al., 2006; DEGANI et al., 1998;
MORENO, SALGADO, 2010).

A CCD apresenta-se como uma importante ferramenta, com a qual € possivel caracterizar
muitas moléculas farmacéuticas. Além disso, é de facil execugdo e compreensdo, versatil e de baixo
custo. Considerando que os compéndios oficiais ndo descrevem testes de cromatografia em camada
delgada para identificacdo de CFZ (EP, 2006; FP, 2005; JP, 2011; USP 33, 2010; BP, 2010; FB,
2010), buscou-se na literatura estudos que os descrevessem (VANDAMME, VOETS, 1972;
BHUSHAN, THIONG O, 2002; CHOMA, 2007; MOHAMED, 2008; SINGH, MAHESHWARI,

2010). No entanto, muitos dos métodos encontrados, geralmente utilizam como fase movel, misturas
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de vérios solventes toxicos e agentes reveladores de dificil descarte. Estudos para a identificacdo de
cefalosporinas por CCD também foram considerados (TOZO, 2007; MORENO, 2007; VIEIRA,
2010; ALESSIO, 2012). Desta forma, o presente trabalho buscou o desenvolvimento de nova
técnica por CCD, mais prética e simples, para identificacdo da cefazolina sddica em po liofilizado
para solucdo injetavel, com a utilizacdo de solventes menos toxicos e mais econdémicos, que também

seja capaz de detectar a presenca de produtos de degradacéo.

5.6.1. Material

As placas utilizadas para identificacdo do farmaco foram cromatofolhas TLC Silica gel 60
Fosa (Merck, Alemanha) adquiridas comercialmente. Para o preparo das diferentes fases moveis
testadas, foram usados os seguintes solventes: acetonitrila (J.T. Baker), &cido acético (Qhemis),
acido formico (Synth), agua purificada (Milli-Q), etanol (Synth), metanol (Synth), cloroformio
(Synth) e diclorometano (Quimex). Para as andlises dos produtos de degradacdo é necessario o0
preparo de solugdes de: hidroxido de sodio 0,001 M (Cinética), acido cloridrico 0,001 M (Qhemis) e
peréxido de hidrogénio 3% (Vetec Quimica Fina). A SQR e a amostra em po liofilizado para
solucdo injetavel utilizado foram descritas nos itens 4.1. e 4.2., respectivamente. As pesagens dessas

substancias foram realizadas em balanga analitica modelo H51 (Mettler Toledo, Suica).

5.6.2. Método

A fase movel foi preparada em proveta e foi transferida para cuba cromatografica de vidro
onde permaneceu até sua saturacdo. Aliquotas de 10 pL de cada solugédo preparada conforme decrito
no item 5.6.2.1. foram adicionadas em placas de silica com as dimensbes de 10,0 x 10,0 cm
previamente ativadas em estufa a 105 °C por 1, foi revelada em vapores de iodo (Synth, SP, Brasil).
Realizou-se a comparacdo das manchas CFZ hora. Estas placas foram inseridas individualmente em
cuba cromatogréafica com a fase movel, onde permaneceram até a eluicdo dos compostos por 8 cm.
Em seguida, a placa foi retirada e, ap6s a evaporacgdo do solventeSQR e pd liofilizado para solucéo
injetavel, quanto ao tamanho, forma, posigéo e valores de R¢calculados.

Os seguintes sistemas de fases moveis foram testados:
Sistema 1: diclorometano:metanol: acetonitrila:acido acético 5% (6:4:2:2) viviviv
Sistema 2: cloroférmio:metanol: &cido féormico (18:2:1) v/viv
Sistema 3: cloroférmio: metanol: acido formico (18:7:1) v/iviv

Sistema 4: 4gua: metanol (2:8) v/iv
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Sistema 5: metanol

Sistema 6: agua: etanol (3:7) viv
Sistema 7: gua: etanol (2:8) v/v
Sistema 8: 4gua: etanol (1:9) viv

5.6.2.1. Preparo da solugdo

Para preparo da solugédo a ser impregnada na placa de silica, pesou-se o equivalente a 25 mg
de SQR e transferiu-se para balbes volumétricos de 5 mL; o volume foi completado com agua
(Milli-Q), obtendo solugdo de 5 mg/mL. O mesmo procedimento foi realizado para cefazolina p6

liofilizado para solucéo injetavel.

5.6.2.2. Degradacéo acelerada

Solucbes de amostra de cefazolina sodica (5,0 mg/mL) foram submetidas & degradacdo
acelerada por condicOes acida, basica, neutra, oxidativa e fotolitica, com objetivo de avaliar se o
sistema cromatografico escolhido é capaz de detectar a degradagdo da cefazolina sodica na forma
farmacéutica de po liofilizado para solucéo injetavel e revelar a presenca de possiveis produtos de
degradacdo. Para analise de eventual degradacdo em condicGes neutra e fotolitica as solug¢fes foram
preparadas conforme descrito do item 5.6.2.1. Sendo que, para a condi¢do neutra a solucdo foi
imersa em banho maria a 60 °C, enquanto que a fotodegradacdo foi induzida pela exposi¢cédo da
solucdo a luz ultravioleta, utilizando uma camara espelhada internamente (100 x 16 x 16 cm), com
lampada UVC (254 nm) 20 W. J& as solugdes de estresse basico, acido e oxidativo, as solucbes
foram preparadas de modo semelhante ao descrito do item 5.6.2.1. mas ao invés de &gua, o volume
foi completado com solugBes de NaOH 0,001 M, HCI 0,001 M e peréxido de hidrogénio 3%,
respectivamente e permaneceram em banho maria a 60 °C. Todos os solventes utilizados para
eluicdo da amostra foram solventes de grau analitico. As solugfes submetidas a estresse foram
observadas de tempos em tempos por um periodo de 168 horas de degradagdo usando a metodologia
descrita do item 5.6.2. Apos a revelagéo das placas por fluorescéncia em cdmara UV (luz UVA 365
nm), realizou-se a comparagdo das manchas CFZ pé liofilizado para solugdo injetavel intacto, logo

apos o preparo (ndo degrada), em relacdo a manchas originadas no processo de degradacao.
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5.6.3. Resultados

As Figuras 4 e 5 apresentam as fotografias dos cromatogramas de CFZ SQR e pé liofilizado

para solucdo injetavel nos solventes dos sistemas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, respectivamente, reveladas

em vapor de iodo.

Figura 4- Cromatogramas de CFZ SQR (a) e CFZ po liofilizado para solucdo injetavel (b), nos

sistemas 1, 2, 3 e 4 reveladas em vapor de iodo

DCM:MeOH:ACN: AcOH CHCI3: MeOH: CHCI3: MeOH: H,O: MeOH
6:4:2:2 viviviv HCOOH 8:2:1 viviv HCOOH 18:7:1 viviv 2:8 viv

Figura 5- Cromatogramas de CFZ SQR (a) e CFZ pé liofilizado para solugdo injetavel (b), nos

sistemas 5, 6, 7 e 8 reveladas em vapor de iodo

MeOH H,0: EtOH H,0: EtOH H,O: EtOH
3:7viv 2:8vlv 1:9viv
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A Figura 6 apresenta as fotografias dos cromatogramas de varias cefalosporinas em

comparacdo a CFZ SQR e pd liofilizado para solucdo injetavel usando metanol como solvente.

Figura 6- Cromatogramas de comparacdo de CFZ SQR (1), CFZ po6 liofilizado para solucdo
injetavel (2), cefoxitina (3), ceftazidima (4), ceftriaxona (5) e cefuroxima (6). Agente revelador:

vapor de iodo (A) e sob luz UV (UVA 365 nm) (B), usando metanol como solvente

A Figura 7 mostra as fotografias dos cromatogramas de CFZ po liofilizado para solucédo
injetavel intacto e submetido a estresse em solucdo neutra, fotolitica, basica, acida e oxidativa,

utilizando o sistema 8 como fase movel agua:etanol (1:9) v/v revelados em luz ultravioleta.

Figura 7- Cromatograma de cefazolina po liofilizado para solucédo injetavel intacto (1) e em
solucdo: neutra (2), fotolitica (3), basica (4), acida (5) e oxidativa (6), utilizando fase movel
agua:etanol (1:9) v/v e revelados em camara UV (luz UVA 365 nm) logo apos o preparo (A), apos
0,50 h de degradacao (B), ap0s 6 h de degradacdo (C), apds 24 h de degradacéo (D), apds 96 h de
degradacdo (E) e 168 h de degradacao (F)
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5.6.4. Discussdo

Os resultados encontrados indicam que a CFZ é facilmente identificavel, apresentando mancha
caracteristica e intensa de coloragdo roxa, em cAmara de UVA 365 nm e marrom em vapor de iodo,
nos sistemas testados. O sistema 1 composto por diclorometano:metanol:acetonitrila:acido acético
5% (6:4:2:2 viviviv) ndo foi satisfatério por ndo apresentar uma mancha bem definida. No sistema 2,
cloroférmio:metanol:acido formico (18:2:1 v/v/v) houve pouca migragdo do farmaco. No sistema 3,
cloroférmio:metanol:acido formico (18:7:1 v/v/v) a amostra apresentou R¢ de 0,61; no entanto, ainda
trata-se de uma fase mdvel composta por solventes de maior toxicidade. Almejando melhorar o
método para tornad-lo mais simples e economicamente acessivel, propor¢des de dgua:metanol foram
testadas. O sistema 4 utilizando como fase movel dgua:metanol (2:8 v/v) obteve R de 0,84; ja no
sistema 5 foi proposto utilizar apenas metanol como fase mdvel, obtendo Rt de 0,82. Esta fase movel
foi utilizada para tentar identificar e diferenciar cinco cefalosporinas: cefazolina, cefoxitina,
ceftazidima, ceftriaxona e cefuroxima, que embora apresentassem Ry proximos 0,82; 0,85; 0,83;
0,74 e 0,84, respectivamente, apresentaram manchas caracteristicas, como é demonstrado no
cromatograma na Figura 6. Contudo, esta fase movel eluiu rapidamente e ndo conseguiu separar
com clareza as manchas adicionais geradas quando a amostra foi submetida a estresse acido, basico,
alcalino e fotolitico. Buscando alternativas para melhor separacdo destes produtos, proporcdes de
agua:etanol (sistemas 6, 7 e 8) foram testadas a fim de diminuir a forca de eluigédo da fase mdvel. Os
sistemas 6, 7 e 8 obtiveram resultados satisfatorios com R de 0,81; 0,83 e 0,75, respectivamente,
além de terem como vantagens a baixa toxicidade e o facil descarte.

Dentre esses sistemas apresentados, o sistema 8 composto por &gua: etanol (1:9 v/v) destacou-
se por conseguir melhor separacdo das manchas adicionais geradas sob condicfes de estresse.
Assim, foi o escolhido para a realizacéo do estudo de estabilidade. Este estudo tem como finalidade
indicar a capacidade do método proposto em detectar a formacdo de produtos de degradacdo. Para
isso, 0 método foi conduzido em condicBes de estresse, onde o farmaco foi submetido & exposicao
fotolitica em temperatura ambiente e a hidrélise &cida, basica, neutra e oxidativa, em temperatura de
60 °C. Em situacOes de estresse oxidativo, as manchas referentes a produtos de degradacédo
apareceram imediatamente ap0s 0 preparo e desapareceram completamente apos 24 horas. Para as
condi¢cdes de estresse de hidrolise acida, basica e neutra, pontos adicionais foram observados
durante o periodo analisado. O maior nimero de manchas visualizadas ocorreu nas amostras
submetidas a condicOes de estresse acida, basica e neutra, respectivamente. Nas condicdes fotoliticas

ndo houve formacao de manchas adicionais no periodo observado (168 horas).
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O método desenvolvido mostrou ser adequado para identificar CFZ e pode ser aplicado para a
analise qualitativa de CFZ em formas farmacéuticas, contribuindo para melhorar o controle de
qualidade deste produto, com as vantagens de se utilizar uma fase mével de facil preparo, com

poucos solventes, de modo econémico e seguro para 0s operadores.

5.7. Espectrofotometria na regido de infravermelho

A espectrofotometria na regido do infravermelho € uma técnica de grande importancia na
analise organica qualitativa e é de alta relevancia na determinacdo da pureza e até quantificacdo de
substancias organicas. Vem sendo amplamente utilizada em linhas de producdo e no controle de
processos industriais. Possui vantagens como a reducdo no tempo de andlise, diminuicdo nas
quantidades de amostra e identificacdo ou caracterizacdo de estruturas complexas (LOPES,
FASCIO, 2004).

Os equipamentos destinados ao registro de espectros na regido do infravermelho consistem em
uma fonte luminosa apropriada, um monocromador e um detetor. O espectro € 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 fungéo da absorvancia,
no qual a absorvancia é definida como sendo o logaritmo decimal do inverso da transparéncia.
Assim, permitem registrar espectros que sdo caracteristicos da molécula como um todo
(FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2010).

Informacdes quimicas e fisicas, de caracteristica qualitativa e quantitativa, também podem ser
obtidas a partir dos espectros no infravermelho préximo, regido de 13300 a 4000 cm™, que s&o
caracterizados pela absor¢do da radiacdo por sobretons e combinacdo de modos vibracionais
fundamentais de ligacbes como C-H, N-H, O-H e S-H (SILVERSTEIN et al., 2007). Em 2008,
Elizarova e colaboradores sugeriram um método de identificacdo de medicamentos baseado nesta
regido espectral a ser introduzido na Farmacopeia russa. No mesmo ano, Zhang e colaboradores
descreveram um método para a determina¢do do teor de umidade em p-lactdmicos também
fundamentado nos espectros de infravermelho préximo, porém a comparacéo direta entre o espectro
da amostra e da substancia quimica de referéncia nesta regido ndo é recomendada. Ja a
espectrofotometria no infravermelho médio (4000 a 400 cm™) é considerada um ensaio de
identificagdo por exceléncia sendo capaz de diferenciar substancias com pequenas diferencgas
estruturais e, portanto, € a mais empregada para fins de identificacio (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).
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5.7.1. Material

Os espectros foram obtidos em espectrofotdmetro Shimadzu® (Kyoto, Japdo), com
transformada de Fourier, modelo IR Prestige-21, que permite a digitalizacdo de espectros e a
obtencdo de arquivos eletronicos das anélises. A regido espectral compreendida na analise foi de
4000 a 500 cm™, com intervalos de 2 cm™. Para a obtencdo dos espectros foram confeccionadas
pastilhas de brometo de potassio - KBr de grau analitico da marca Synth (Sao Paulo, Brasil). Antes
de sua utilizacdo, o KBr foi dessecado a 120 °C em estufa modelo 702.780 (Quimis®, SP, Brasil),

até peso constante. A SQR e amostras utilizadas foram descritas nos itens 4.1. e 4.2.

5.7.2. Método

A massa equivalente a 1,5 mg de CFZ SQR previamente dessecada por 1 h a 105 °C, foi
pesada e triturada em gral de agata, junto a 150 mg de KBr dessecado e pulverizado. Para confeccéo
dessas pastilhas de brometo de potéssio 1%, essa massa foi acondicionada em moldes especiais e
posteriormente prensada a vacuo sob pressdo de 80.000 kN formando discos transparentes. O
mesmo procedimento foi realizado para e CFZ po liofilizado para solucéo injetavel. A leitura foi

realizada em transmitancia e o espectro foi obtido com auxilio do software IR Solution.

5.7.3 Resultados

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho apresentaram caracteristicas similares
para CFZ SQR e amostra em po liofilizado para solucéo injetdvel como demonstrado sobreposta na
na Figura 8 onde estes espectros encontram-se sobreposte separadamente na Figura 9, a Figura 10
apresenta os espectros de referéncia para CFZ disponiveis na biblioteca de dados do equipamento
utilizado e o espectro apresentado pela JAPANESE PHARMACOPOEIA (2011).

Figura 8- Espectros na regido de infravermelho de cefazolina SQR (preto) e po liofilizado para

solucdo injetavel (vermelho) sobreposto
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Figura 9- Espectro na regido de infravermelho de CFZ SQR (A) e em amostra de cefazolina em pd
liofilizado para solucéo injetavel (B) em pastilhas de KBr
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Figura 10- Espectro de referéncia de CFZ disponivel na biblioteca de dados do espectrofotdmetro
Shimadzu Fourier Transform Infrared Spectrophotometer modelo: IR Prestige-21 IR Affinity-1

FTIR-8400S/Kyoto — Japan (A) e espectro disponivel no compéndio oficial - Japanese
Pharmacopoeia 2011 (B)
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Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho para CFZ em pastilhas de KBr
apresentaram bandas de absorcdo caracteristicas de compostos cefalosporinicos, como apresentados

na Tabela 11 e estdo de acordo com o nucleo cefalosporinico exposto na Figura 11.

Tabela 11- Faixas de frequéncias e grupamentos correspondentes das bandas observadas nos

espectros de infravermelho de cefazolina SQR e po liofilizado para solugdo injetavel

Faixa de frequéncia Faixa de frequéncia Grupamentos responsaveis

(cm) Visualizada (cm) Referéncia®

3282; 3419 3500-3300 Estiramento do grupamento N-H e C-H

3056-3229 3100-3000 Estiramento do grupamento -C=N e -N=N

2900 3000-2850 Estiramento do grupamento -C-H

1761 1760-1700° Estiramento do grupamento carboxilato C=0

1671 1680-1630 Estiramento do grupamento amida C=0

1600, 1386 1600-1400 Estiramento do grupamento carboxilato COO"

1600, 1540, 1490 1600, 1580, 1500, 1450 Estiramento do grupamento C=C de aromaético

1241, 1183, 1100, 1062 1350-1000 Estiramento do grupamento C-N

1540 1640 — 1550 Estiramento do grupamento N-H de amida
secundaria

®PAVIA etal., 2010
®\/alores de referéncia para grupamento carbonila de acido carboxilico.

Figura 11- Formula estrutural do nucleo cefalosporinico

5.7.4. Discussao

A espectrofotometria no IV é um método de identificacdo de exceléncia no controle de
qualidade de medicamentos, considerado por muitos autores como uma espécie de “impressdo
digital” do composto, podendo ser usado na identificagio de substancias por comparagdo ao
espectro de referéncia. Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho para CFZ SQR e pé
liofilizado para solucdo injetdvel em pastilhas de KBr apresentaram bandas caracteristicas de
compostos cefalosporinicos, como as bandas de estiramento do grupamento N-H que foram

demonstradas préximas a 3419, 3282 cm™; em 3229 e 3056 cm™ apresentam-se as bandas de



76
Andlise qualitativa

estiramento do grupamento =C-H, enquanto que em 1761 cm™ aparecem as bandas de estiramento
do grupamento carboxilato, em torno de 1671 cm™ encontram-se as bandas de estiramento do
grupamento C=0 que corresponde a carbonila da amida e em 1600, 1540, 1490 cm™ encontram-se
as bandas de estiramento do grupamento C=C de aromaético. Sugere-se ainda que as bandas
apresentadas em 1600 e 1386 cm™ refere-se ao estiramento do grupamento carboxilato COO". As
bandas presentes em 1241, 1183, 1100 e 1062 cm™ representam os estiramento do grupamento C-N
e a banda em 1540 cm™ é referente ao estiramento do grupamento N-H da amida secundéria. Os
anéis tetrazol e tiadiazol presentes na molécula sdo compostos por aminas terciarias e, portanto, ndo
apresentam bandas caracteristicas nos espectros de infravermelho. Os espectros obtidos para
cefazolina SQR e pé liofilizado para solucdo injetavel (Figura 8), sobrepostos na Figura 9, e
comparados aos espectros apresentados na literatura (Figura 10), apresentam as mesmas bandas de
absorgdo caracteristicas, confirmando o proposito desta técnica, na identificacdo da molécula por
comparagdo com um padrdo de referéncia. A técnica de espectrofotometria na regido do
infravermelho permite correlacionar os picos apresentados nos espectros, para, desta forma,
caracterizar a substancia em anélise. Apresenta 0timas evidéncias de identidade de uma estrutura,
sendo pratico, rapido e seletivo, com a vantagem de necessitar de pequenas quantidades de amostra,
ter um viavel custo x beneficio (referente a instrumentacdo), ampliar a capacidade de identificar ou

caracterizar estruturas complexas, além de ndo gerar residuos de solventes organicos.

5.8. Espectrofotometria na regido do ultravioleta

Espectros de absorcéo na regido de ultravioleta sdo empregados como prova de identificacdo,
por comparacdo do perfil espectral, em que as leituras de padrdo e amostra sdo efetuadas
simultaneamente e em condigdes idénticas quanto a 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 absorcao (cubetas) para insercdo de solucdes de
amostras no feixe de luz monocromatica; detector de radiacdo e uma unidade de leitura e de
processamento de sinal. A fonte de radiacdo sdo lampadas de deutério (160 a 380 nm) e tungsténio
(320 a 2500 nm). Os espectrofotdmetros possuem registradores graficos que permitem a obtencao
dos espectros de absorcdo das substancias em meio digital. Tal recurso é importante para fins de
caracterizacdo da substéncia a partir da obtencdo dos comprimentos de onda de maiores
absorvancias (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
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5.8.1 Material

Todas as determinagdes foram realizadas em espectrofotdmetro UV-Vis Shimadzu, modelo
UV mini-1240, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico. Os solventes testados
foram: agua purificada (Milli-Q®), cido cloridrico PA 0,1 mol/L (Synth), hidréxido de sédio PA
0,1 mol/L (Merck), metanol PA (Synth), tampéao fosfato 1% pH 6 e tampdo fosfato 1% pH 8. A
SQR e as amostras de pd liofilizado para solucdo injetavel utilizado foram descritas nos itens 4.1. e

4.2., respectivamente.

5.8.2 Método

A massa equivalente a 20,00 mg de CFZ SQR, previamente dessecada por 1 h a 105 °C foi
transferida para baldo volumétrico de 100 mL, completou-se o volume com agua purificada,
obtendo-se solucdo-mae de 200 pg/mL. A partir desta solugdo foram preparadas solucGes em agua,
metanol, &cido cloridrico 0,1 M, hidroxido de sdédio 0,1 M, tampdo fosfato 1% pH 6 e tampdao
fosfato 1% pH 8, contendo 20,0 ug/mL de CFZ. Os espectros de absor¢ao foram registrados na faixa
de comprimento de onda entre 200 e 400 nm. O mesmo procedimento foi realizado para CFZ pé
liofilizado para solucdo injetavel, em que, a massa de 20 mg de amostra foi pesada a partir de um

pool de amostras do contetdo de vinte frascos-ampola.

5.8.3 Resultados

Os espectros de amostra de CFZ SQR e po liofilizado para solucdo injetavel, preparadas
segundo o item 5.8.2., foram analisados em varios solventes na concentragdo de 20,0 pg/mL. Na
Figura 12, o espectro das solugdes aquosas de CFZ SQR encontra-se sobreposto ao espectro de CFZ

na forma farmacéutica po liofilizado para solucéo injetavel.

Figura 12- Espectro de absorcdo na regido do ultravioleta de CFZ SQR, em comparacdo a CFZ p6

liofilizado para solucéo injetavel, na concentragdo de 20 pg/mL utilizando 4gua como solvente
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Os perfis espectrais de CFZ SQR em diversos solventes sdo apresentados na Figura 13.

Figura 13- Espectro de absorcéo na regido do ultravioleta, solu¢cdo de CFZ SQR na concentragédo de
20 ug/mL, utilizando como solvente: agua (A); tampé&o fosfato pH 6 (B); tampéo fosfato pH 8 (C);
metanol (D); &cido cloridrico 0, 1 M (E); hidroxido de sédio 0,1 M (F)

Nota-se na Figura 14 que ndo houve diferenca significativa no espectro de absorcdo na regido

do UV para solucao de SRQ preparadas em agua, tampéo pH 6 e tampé&o pH 8.



79
Andlise qualitativa

Figura 14- Espectro de absorcéo na regido do ultravioleta, solucdo de CFZ SQR na concentracdo de

20 pg/mL, utilizando como solvente: agua, tampé&o fosfato pH 6 e tampé&o fosfato pH 8

5.8.4. Discusséo

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
absor¢do em diferentes solventes (SILVERSTEIN et al., 2007).

As amostras de CFZ SQR e a CFZ po liofilizado para solucdo injetavel dissolvidas em agua
purificada na concentracdo de 20 pg/mL foram comparadas entre si. Ambas mantiveram maximo de
absorcdo no comprimento de onda em 271 nm, com uma pequena diferenca de absorvancia de
0,5585 para CFZ SQR e 0,5554 para CFZ em po liofilizado para solugéo injetavel (Figura 12).
Dentre os solventes testados, a &gua apresentou resultados semelhantes as solu¢Bes de tampéo
fosfato 1% pH 6 e tampao fosfato 1% pH 8, com maximo de absor¢do no comprimento de onda em
271 nm e absorvancia em torno de 0,5585 (Figura 14), enquanto que utilizando metanol, 0 maximo
de absorc¢édo observado foi de 0,6521, em 273 nm, em meio &cido foi de 267 nm com absorvancia de
0,4417 e em meio bésico foi de 285 nm e absorvancia de 0,5221. Apds 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 aquisicdo e descarte, ter baixo
custo e ndo gerar residuos toxicos ao operador e ao meio ambiente.

Os resultados apontam que os perfis espectrais demonstrados para CFZ SQR e amostra em po
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 CFZ na forma farmacéutica pé liofilizado para solucdo injetavel, através das suas

caracteristicas de absor¢do, com as vantagens de ser simples, rapido, reprodutivel e de baixo custo.
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5.9. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

Sistemas de cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa sdo os mais comumente
utilizados devido & sua habilidade de separar substancias semelhantes (KAZAKEVICH,
LOBRUTTO, 2007). Este metodo consiste em se obter uma fase estacionaria mais apolar em relagédo
a fase movel. Assim, a molécula eluird quando a afinidade pela fase mével for maior que pela fase
estacionaria. As moléculas eluiam em tempos diferentes de acordo com a sua hidrofobicidade e
deste modo séo separadas (SCHLUTER, 1999).

5.9.1 Material

Para a realizacdo do método foram utilizados CFZ SQR e para solucdo injetavel, descritos nos
itens 4.1. e 4.2. O método por cromatografia liquida de fase reversa foi realizado em sistema Waters,
modelo 1525 (Waters Chromatography Systems, CA, USA), conectado a detector de UV/Visivel
Waters 2487 e injetor manual 7725i com loop de 20 pL (Rheodyne Breeze®, CA, USA). A anélise
do farmaco em estudo foi realizada isocraticamente em coluna Zorbax Eclipse Plus Cig 5 um
(250 mm x 4,6 mm) Agilent® (Santa Clara, CA, USA), em temperatura ambiente. O ensaio foi
realizado com vazdo de 0,5 mL/min, usando detector UV a 270 nm. As areas dos picos foram

integradas usando o programa de software Empower®.
5.9.2 Método

5.9.2.1 Preparo da solucéo de CFZ SQR

Foi pesada a massa equivalente a 10,00 mg de CFZ SQR e transferida para baldo volumétrico
de 50 mL, cujo volume foi completado com a fase movel, para a obtengcdo de solucdo com
concentragdo de 200,0 pg/mL. Aliquotas desta solugdo foram transferidas para baldes volumétricos

de 10 mL para obtecdo das concentracdes de trabalho.

5.9.2.2 Preparo da solucao de CFZ pd liofilizado para solucéo injetavel

O conteldo de vinte frascos-ampola contendo peso médio de 1,07 g de CFZ em pd liofilizado
para solucdo injetavel (descritos no item 4.2.) foi acondicionado em um recipiente para formacao de
um pool de amostras. A partir deste pool, 10 mg de CFZ foi pesado e transferido para baldo

volumétrico de 50 mL e o volume foi completado com &gua, para a obtencdo de solucdo com
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concentragdo de 200,0 ug/mL. Desta solugdo, aliquotas foram transferidas para baldes volumétricos

de 10 mL, para obtencdo das solugGes de trabalho.

5.9.2.3 Preparo das fases moveis

Diferentes fases mdveis foram testadas. As fases moveis foram constituidas por diferentes
proporcdes de solventes de grau CLAE tais como: acetonitrila (JT Baker), etanol (JT Baker),
metanol (JT Baker) e agua purificada (Milli-Q®). Cada fase moével foi filtrada em membrana
filtrante de nylon com poro de 0,45 pm e 47 mm de didmetro (Millipore®), sob vacuo e
desgaseificada no ultrassom (Unique UltraSonic Cleaner Modelo USC — 2850A) durante 30 minutos

antes do uso.

5.9.3 Resultados

Ensaios preliminares foram efetuados, a fim de se obter um método confiavel, de modo a
evitar danos a coluna cromatografica e tentar diminuir a formagéo de residuos. Varios sistemas de
fases moveis foram testados em diferentes colunas cromatogréficas em temperatura ambiente. O
volume de injecdo foi de 10 pL e a vazdo variou entre 0,5 a 1,0 mL/min. O comprimento de onda de
270 nm foi pré-estabelecido por varredura em detector UV. As fases moveis e as diferentes colunas

testadas durante o desenvolvimento do método estdo apresentadas na Tabela 12.

Tabela 12- Fases méveis e colunas testadas durante o desenvolvimento do método de CLAE

Fase movel Coluna

Agua: etanol (40:60 v/v)
Agua: etanol (50:50 v/v)
Agua: etanol (60:40 v/v)
Agua: etanol (70:30 v/v)
Agua: etanol (80:20 v/v) Kinetex C;5 Phenomenex (150 x 4,6 mm)

Agua: metanol (40:60 v/v)
Agua: metanol (50:50 v/v)
Agua: metanol (60:40 v/v) Zorbax Eclipse Plus C,g Agilent (250 x 4,6 mm)
Agua: metanol (70:30 v/v)
Agua: metanol (80:20 v/v)

Agua: acetonitrila (40:60 v/v) Symmetry C,;s Waters (250 x 4,6 mm)
Agua: acetonitrila (50:50 v/v)
Agua: acetonitrila (60:40 v/v)
Agua: acetonitrila (70:30 v/v)
Agua: acetonitrila (80:20 v/v)
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Para estabelecer as melhores condigdes de trabalho, o coeficiente de distribuicdo (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 diferente pHs. Os resultados indicam que o pH
em que a solubilidade do farmaco é mais estavel corresponde & faixa entre 7 a 9 (Figura 15).

Portanto, a fase movel foi ajustada para pH 8 usando para isso, gotas de trietilamina.

Figura 15- Coeficiente de distribuicdo de CFZ determinado por software ACD/Labs

De acordo com os resultados obtidos, os parametros estabelecidos para 0 método analitico por

CLAE estdo apresentados na Tabela 13.

Tabela 13- Pardmetros estabelecidos para a determinacdo de CFZ po liofilizado para solucdo

injetavel, pelo método CLAE

Fase mével Agua: ACN (60:40 v/v); pH 8 ajustado com TEA
Coluna Zorbax Eclipse Plus Cyg Agilent (250 x 4,6 mm)
Detecc¢ao 270 nm

Vazio 0,5 mL/min

Volume de injegao 10 uL

Temperatura 25°C+2

Tempo de retengdo 3,6 minutos

5.9.3.1 Conformidade do sistema cromatografico

No desenvolvimento de um método analitico é necessario verificar se os requisitos de pré-
validacdo estdo em conformidade, como calibracdo dos equipamentos, estabilidade das solugdes de
amostras, padrdes, reagentes e das fases moveis, bem como a conformidade do sistema.

A conformidade do sistema cromatografico é de suma importancia para assegurar resultados
confidveis, reprodutiveis e seguros (PASCHOAL, RATH, 2008). O teste de conformidade do
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sistema cromatografico (system suitability) estabelecido pelo ICH (2005) é uma etapa essencial para
assegurar o bom desempenho do cromatdgrafo durante a realizacdo das analises.

A conformidade do sistema cromatografico foi verificada injetando seis replicatas de solucoes
de CFZ SQR na concentragdo de trabalho de 60 pg/mL. Os parametros de assimetria do pico, fatores
de alargamento, fator de capacidade e nimero de pratos foram calculados segundo a USP 33, 2010
(Equacdes 3 a 6). O tempo de retencdo, a area do pico e 0 DPR destes parametros também foram
avaliados.

A assimetria do pico (T) é a medida da propor¢do entre as duas partes de um pico
cromatografico no sentido longitudinal. E calculada pela medida da largura do pico na base a 5% da
altura do pico (W 0,05) e pela distancia entre o0 maximo do pico e a cauda (f) conforme apresentado
na Equacéo 3 (USP 33, 2010).

Equacéo 3

Em que:
T= Assimetria do pico
W 0,05= Largura do pico na base a 5% da sua altura

f= Distancia entre 0 maximo do pico e a cauda

O fator de alargamento (T) e definido pela soma da distancia do ponto frontal até o ponto
médio com a distancia ponto médio até o ponto posterior, dividido por duas vezes a distancia do
ponto frontal até o ponto médio, com todas as mensuracgdes feitas em 5% da altura do pico maximo,

como apresentado na Equacdo 4 (USP 33, 2010).

Equacéo 4

Em que:
T= Fator de alargamento
a= Distancia do ponto frontal até o ponto médio em 5% da altura do pico

b= Distancia do ponto médio até o ponto posterior em 5% da altura do pico

O fator de capacidade (k’) ¢ a medida da posicdo do pico de interesse relativo ao composto

n&o retido e calcula-se pela Equagéo 5 (USP 33, 2010).
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Equacédo 5

Em que:
k’= Fator de capacidade
tr= Tempo de reten¢éo do pico de interesse

to= Tempo do composto nao retido (volume morto)

O numero de pratos (N) é definido como uma medida da eficiéncia da coluna cromatogréafica e
é calculado pela Equacédo 6 (USP 33, 2010).

Equacéo 6

Em que:
t= Tempo de retencdo da substancia analisada

W= Largura do pico medido na sua base

Na Tabela 14 encontram-se os resultados obtidos para os parametros de assimetria do pico,
fatores de alargamento, nimero de pratos, tempo de retencdo e &rea do pico cromatografico

apresentado para CFZ em po liofilizado para solucéo injetavel.

Tabela 14- Pardmetros avaliados na analise de conformidade do sistema cromatografico

desenvolvido para analise de CFZ em po liofilizado para solugéo injetavel

Pardmetros avaliados’

. . Fator de Fator de Tempo de
Assimetria . Pratos - <
Alargamento Capacidade Retencao Area
(<2,0) (>2000) .
(£2,0) (>2,0) (min)
1,0 0,36 2,27 7803,61 3,603 4063634
1,0 0,36 2,27 7833,96 3,610 4094335
1,0 0,36 2,27 7838,30 3,611 4077877
1,0 0,36 2,27 7868,73 3,618 4097063
1,0 0,38 2,27 7807,94 3,604 4090641
1,0 0,36 2,27 7855,68 3,615 4085460
Média 1,0 0,36 1,0 7834,70 3,61 4084835
°DPR 0,0 1,69 0,0 0,33 0,16 0,30

“Fonte= Food and Drug Administration — FDA (2004); “DPR= Desvio padrao relativo.
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O cromatograma de CFZ po liofilizado para solucdo injetavel obtido pelo método proposto
demonstrou resolucdo e simetria do pico satisfatdria, além de um tempo de retencdo adequado

visando curto tempo de andlise (3,6 minutos), como ilustrado na Figura 16.

Figura 16- Cromatograma de CFZ SQR - (preto), CFZ po liofilizado para solugdo injetavel —
(azul), ambos na concentracdo de 60 pg/mL, obtidos com fase mével: agua: acetonitrila (60:40 v/v),

pH 8 ajustado com TEA e fase estacionaria: Zorbax Eclipse Plus Cig Agilent (250 x 4,6 mm, 5 um)

5.9.4. Discussao

No método cromatografico para a identificacdo de CFZ proposto neste trabalho, buscou-se
diminuir os custos operacionais de modo a evitar danos a coluna cromatografica, diminuir o tempo
de analise e a diminuir a producdo de residuos toxicos. Para isso, diferentes fases moveis foram
avaliadas em diferentes colunas cromatograficas. Os trés solventes testados (acetonitrila, etanol e
metanol) apresentaram condicGes favoraveis para a validacdo. O solvente acetonitrila foi escolhido
por ser menos viscosa € com isso obter maiores nimeros de pratos, assim a fase movel sugerida foi
agua: acetonitrila (60:40 v/v), pH 8 ajustado com TEA.

O meétodo por cromatografia liquida de alta eficiéncia apresentou resultados satisfatérios
quanto aos testes de conformidade. Tais testes sdo essenciais para assegurar que 0S parametros
cromatogréaficos selecionados estejam aptos para identificar e quantificar o farmaco em analise. Os
dados obtidos na verificacdo da conformidade do sistema cromatografico (Tabela 14) indicam que o
sistema desenvolvido € seguro e confiavel, estando de acordo com o preconizado pelo FDA, 2004,
em que os parametros sugeridos sdo: Assimetria do pico ¢ o fator de alargamento < 2; fator de

capacidade > 2; Numero de pratos > 2000; todos com DPR inferior a 2%.
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O tempo de retencdo de 3,6 minutos é considerado satisfatdrio, pois para se adequar a rotina
das inddstrias farmacéuticas, os métodos desenvolvidos precisam apresentar um curto tempo de
andlise, devido & demanda operacional produtiva. Com isso, a velocidade da anélise tem se tornado
cada dia mais importante para o controle de qualidade. Este trabalho propés o desenvolvimento de
um metodo capaz de separar a CFZ em um curto tempo de analise. O método apresenta uma fase
movel simples, ndo necessitando de preparo de solugdo tampdo como constituinte, conseguindo com
iSso maior aproveitamento da vida Util da coluna cromatogréfica de forma a minimizar custos. Com
a diminuicdo no tempo de analise, consequentemente se tem a diminui¢do do consumo de solventes
organicos, tendo sempre uma preocupacdo com o meio ambiente, de forma a gerar menos residuos.
Deste modo, 0 método proposto pode ser empregado para anélise de CFZ na forma farmacéutica de

po liofilizado para solucdo injetavel.
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6. ANALISE QUANTITATIVA

6.1. ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

A analise espectrofotométrica quantitativa na regido ultravioleta tem como principio a relacéo
direta existente entre a quantidade de luz absorvida e a concentracdo da substancia. E calculada
matematicamente pela Lei de Lambert-Beer, em que a absorcdo de radiacdo, em determinado
comprimento de onda, € mensurada quando atravessa uma amostra, pois ha uma relacdo exponencial
entre a transmissdo de luz, a espessura da camada do meio absorvente e a concentr¢do da solucdo. A
absorvancia dada pelos espectros eletromagnéticos é obtida através da equacdo de Lambert-Beer
(Equacdo 7) (ROCHA; TEIXEIRA, 2004; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

Equacéo 7

Em que:

A - absorvancia

lo - intensidade da radiacdo monocromaética que incide na amostra

| - intensidade da radiacdo que emerge da amostra

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

C - concentragéo da especie absorvente (mol/L)

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

A espectrofotometria na regido do ultravioleta ocorre pela absor¢do 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, depende da estrutura eletronica da molécula, solvente,
temperatura e comprimento de onda da radiacdo (SILVERSTEIN et al., 2007).

Esta técnica é amplamente utilizada em analise quantitativa, devido a sua simplicidade,
facilidade de execucdo, reprodutibilidade, sensibilidade e exatidao, aliadas ao custo reduzido, ao
menor tempo de analise e ampla aplicabilidade no controle de qualidade de rotina. Neste sentido, o

desenvolvimento e validacdo de métodos utilizando espectrofotometria na regido do ultravioleta
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para analise e quantificacdo de CFZ na forma farmacéutica po liofilizado para solugdo injetavel é de

alta relevancia.

6.1.1 Material

As determinacGes foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis Shimadzu, modelo UV
mini-1240, empregando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho Optico e como solvente agua
purificada (Milli-Q®).

6.1.1.1 Preparo da solugdo de CFZ SQR
Uma quantidade equivalente a 20,00 mg de CFZ SQR previamente dessecada por 1 h a 105 °C
foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL, completou-se o volume com &gua purificada,

obtendo-se a solugdo-mée na concentracdo de 200 pg/mL.

6.1.1.2 Preparo das solu¢bes de CFZ na forma farmacéutica pé liofilizado para solucao
injetavel.

A massa de 20 mg de CFZ po liofilizado para solucdo injetavel foi devidamente pesada a
partir de um pool de amostras de 20 frascos-ampola, previamente dessecada por 1 h a 105 °C. O
conteudo foi transferido para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua

purificada, para a obtencdo da solugdo-mae de 200 pg/mL.

6.1.2 Método

Aliquotas de 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 e 1,4 mL da solu¢do-mée de CFZ SQR com concentracao
de 200 pg/mL preparada no item 6.1.1.1 foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL e o
volume foi completado com agua purificada. O mesmo procedimento foi realizado para CFZ p6
liofilizado para solucdo injetavel, preparada no item 6.1.1.2. As leituras foram efetuadas no
comprimento de onda maximo de 270 nm. A SQR e a amostra utilizadas foram descritas no item

4.1. e 4.2. Para zerar 0 equipamento utilizou-se como branco a agua purificada.

6.1.3 Curva de Ringbom
A curva de Ringbom foi obtida com o objetivo de estabelecer a faixa de concentracdo na qual
0 método espectrofotométrico na regido UV apresentava linearidade. A partir da solu¢do-mae,

aliquotas foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL cujos volumes foram completados
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com agua purificada, obtendo concentracfes crescentes de 2 a 176 pg/mL de CFZ, como

apresentado na Tabela 15. As leituras foram feitas em comprimento de onda de 270 nm.

Tabela 15- Obtencdo da curva de Ringbom de CFZ por espectrofotometria no UV

Vol. da Solugdo de CFZ  Concentragao

Pontos (200 pg/mL) (mL) teérica (ug/mL)”
1 0,1 2,0
2 0,2 4,0
3 0,3 6,0
4 0,4 8,0
5 0,5 10,0
6 0,6 12,0
7 0,7 14,0
8 0,8 16,0
9 0,9 18,0
10 1,0 20,0
11 1,2 24,0
12 1,4 28,0
13 1,6 32,0
14 1,9 38,0
15 2,2 44,0
16 2,5 50,0
17 2,9 58,0
18 3,3 66,0
19 3,8 76,0
20 4,3 86,0
21 4,8 96,0
22 5,3 106,0
23 6,3 126,0
24 7,3 146,0
25 8,8 176,0

“Baldo volumétrico de 10 mL

6.1.4. Obtencgéo da curva analitica

Para a obtencdo da curva analitica de CFZ, transferiram-se aliquotas de 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 e
1,4 mL da solucdo descrita no item 6.1.1.2 para baldes volumétricos de 10 mL e completou-se o
volume com &gua purificada, obtendo-se solugdes com concentracOes finais de 8, 12, 16, 20, 24 e
28 pg/mL, respectivamente. Cada concentragdo foi preparada em triplicata. As leituras
espectrofotométricas foram determinadas no comprimento de onda de 270 nm, utilizando agua

purificada como branco.
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6.1.5. Determinacdo do teor de CFZ po liofilizado para solucédo injetavel
As leituras das solucBes de amostra foram realizadas em espectrofotdmetro no comprimento
de onda de 270 nm. O doseamento de CFZ foi realizado em triplicata nas concentragbes de

20 pg/mL e o seu teor foi calculado matematicamente segundo as Equagdes 8 e 9.

Equacéo 8
Em que:
Ca = concentracdo da amostra (pg/mL)
Aa = absorvancia da amostra
Csor = concentracédo da substancia quimica de referéncia

Asqr = absorvancia da substancia quimica de referéncia

O valor percentual de CFZ nas amostras foi calculado pela Equagéo 9.

Equacédo 9

Em que:
Ca% = Concentracdo percentual da amostra
Ca = Concentracao de CFZ encontrada na amostra (pug/mL)

Ct = Concentracdo tedrica de CFZ na amostra (ug/mL)

6.1.6. Validacao

6.1.6.1 Linearidade

A linearidade do método foi obtida através da analise de trés curvas analiticas em trés dias
diferentes. Cada curva foi construida conforme descrito no item 6.1.4. Os resultados obtidos foram
analisados para obtencdo da equacdo da reta pelo método dos minimos quadrados e a verificacdo da

linearidade foi constatada por analise de variancia (ANOVA).

6.1.6.2 Preciséo
A precisdo do método foi realizada por ensaios de repetibilidade e precisdo intermediaria, que

foram avaliadas pelo calculo de DPR das amostras e pelo teste t de Student e ANOVA.
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6.1.6.2.1 Repetibilidade
Sete solugdes de CFZ SQR na concentracdo 20 pg/mL foram preparadas e analisadas no
mesmo dia. Deste modo, os resultados foram obtidos utilizando as mesmas condigdes experimentais

e foi avaliado pelo DPR.

6.1.6.2.2 Precisdo intermediaria
Avaliou-se a precisdo intermediéria atraves de analises de solugbes de CFZ SQR e po
liofilizado para solucdo injetavel, na concentracdo de 20 pg/mL, executadas por diferentes analistas

e em diferentes dias. As analises foram realizadas em sete replicatas.

6.1.6.2.2.1 Interdias
Sete solugbes de CFZ SQR e po liofilizado para solucdo injetdvel na concentracdo de
20 pg/mL foram preparadas e analisadas por trés dias consecutivos, sob as mesmas condicdes

experimentais e os resultados foram avaliados pelo DPR e analise de variancia (ANOVA).

6.1.6.2.2.2 Entre-analistas
Sete solucdes de CFZ SQR e pé liofilizado para solugdo injetavel na concentracdo 20 pg/mL
foram preparadas e analisadas, por dois diferentes analistas, sob as mesmas condicdes

experimentais. Os resultados foram avaliados pelo DPR dos teores e por teste t de Student.

6.1.6.3 Exatidéo
A exatiddo foi determinada pelo método de adi¢do, no qual quantidade conhecida de padrdo
foi adicionada a amostra e calculada matematicamente por recuperagdo. As amostras foram

preparadas em triplicata, de acordo com a Tabela 16.

Tabela 16- Preparo das solugdes para o teste de recuperagdo do meétodo espectrofotométrico na

regido do UV
CFZ amostra CFZ SQR Concentragao tedrica
(200 pug/mL) (mL) (200 ug/mL) (mL) final (ug/mL)?

Amostra 0,6 - 12,0

R1 0,6 0,2 16,0

R2 0,6 0,4 20,0

R3 0,6 0,6 24,0

SQR - 0,6 12,0

“Baldo volumétrico de 10 mL
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A percentagem de CFZ recuperada foi calculada pela Equagéo 10.

Equacéo 10

Em que:
Cr = concentragdo encontrada da solucdo amostra adicionada de SQR (pg/mL)
Ca = concentrago encontrada da amostra (ug/mL)

Cp = concentracgdo tedrica adicionada da solugdo da SQR (pg/mL)

6.1.6.4 Limite de deteccéo (LD)
O limite de deteccdo foi calculado a partir da formula descrita na literatura (ICH, 2005),
fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva analitica. O célculo foi

realizado segundo a Equagdo 11.

Equacéo 11

Em que:
o = desvio padrdo do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica

6.1.6.5 Limite de quantificacéo (LQ)
O limite de quantificacdo foi calculado a partir da formula descrita na literatura (ICH, 2005),
fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva analitica. O célculo foi

realizado segundo a Equacdo 12.

Equacéo 12

Em que:
o = desvio padréo do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica

6.1.6.6 Robustez
A robustez do método foi determinada pela comparagdo dos teores obtidos variando-se o

comprimento de onda, avaliado pelo DPR e teste t de Student.
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6.1.7 Resultados

As caracteristicas do espectro de absor¢do da solucdo de CFZ utilizando agua purificada como

solvente encontra-se na Figura 12 e foi discutida na se¢do 5.8.4.

6.1.7.1 Curva de Ringbom

A curva de Ringbom foi construida para a determinacdo da faixa linear do método
espectrofotométrico na regido do ultravioleta. Para isso, as medidas de absorvancia das amostras
testadas foram convertidas em transmitancia. Estes dados foram plotados em um gréfico de
transmitancia versus o log da concentragdo CFZ em pg/mL como demostrado na Tabela 17 e

apresentada graficamente na Figura 17.

Tabela 17- Construcdo da curva de Ringbom por espectrofotometria na regido do UV para CFZ

SQR, no comprimento de onda de 270 nm

Concentragdo Média %T
ug/mL Absorvancias 10 abs. (100/10 abs.) 100-%T°

2 0,0622 1,1539 86,6658 13,3342
4 0,1185 1,3138 76,4892 23,5108

6 0,1746 1,4949 67,3804 32,6196

8 0,2253 1,6799 60,0851 39,9149
10 0,2815 1,9122 52,9095 47,0905
12 0,3382 2,1786 46,5479 53,4521
14 0,3934 2,4739 41,0866 58,9134
16 0,4499 2,8177 36,1576 63,8424
18 0,5019 3,1764 31,4822 68,5178
20 0,5546 3,5861 28,5343 71,4657
24 0,6515 4,4826 22,3086 77,6914
28 0,7617 5,7771 17,3097 82,6903
32 0,8702 7,4170 13,4825 86,5175
38 0,9743 9,4248 10,6104 89,3896
44 1,1685 14,7389 6,7848 93,2152
50 1,3655 23,2013 4,3101 95,6899
58 1,6082 40,5741 2,4646 97,5354
66 1,8062 63,9997 1,6840 98,3160
76 2,0621 115,3767 0,8667 99,1333
86 2,3687 233,7057 0,4720 99,5280
96 2,6049 402,6446 0,2484 99,7516
106 2,8289 674,2993 0,1483 99,8517
126 3,2733 1876,3755 0,0533 99,9467
146 3,5590 3622,1072 0,0276 99,9724
176 3,9850 9661,1884 0,0104 99,9896

@Baldo volumétrico de 10 mL
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Figura 17- Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do UV para CFZ

SQR no comprimento de onda de 270 nm

6.1.7.2 Linearidade
Os valores das absorvancias obtidas pelas diferentes concentragdes de CFZ SQR em &gua

purificada, usadas para a construgdo da curva analitica séo mostrados na Tabela 18.

Tabela 18- Valores de absorvancia determinados para a curva analitica de CFZ SQR pelo método

espectrofotometrico na regido do UV a 270 nm

Concentragdo (ng/mL) Absorvancia“ Absorvancia média + DP? DPR‘ (%)

0,2177
8 0,2098 0,2149 + 0,0044 2,02
0,2172

0,3242
12 0,3113 0,3199 + 0,0075 2,29
0,3243

0,4318
16 0,4224 0,4278 + 0,0049 1,13
0,4292

0,5422
20 0,5261 0,5362 + 0,0088 1,62
0,5403

0,6327
24 0,6520 0,6381 +0,0121 1,91
0,6297

0,7439
28 0,7572 0,7464 + 0,0098 1,33
0,7381

2Valor médio de trés determinagdes/ "DP= Desvio padrio/ “DPR= Desvio padrio relativo
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A curva analitica de CFZ SQR (Figura 18) foi construida com as médias dos valores de

absorvancias de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade.

Figura 18- Curva analitica de CFZ SQR, obtida pelo método espectrofotométrico na regido do UV,

a 270 nm

A curva analitica de CFZ foi calculada por analise de variancia (ANOVA) e os resultados

obtidos séo apresentados na Tabela 19.

Tabela 19- Anélise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo da curva

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

Fontes de variagao Graus de Soma de Variancia F calculado F tabelado
liberdade Quadrados
Entre concentragdes 5 0,59322 0,11864 1702,03* 3,11
Regressado linear 1 0,59319 0,59319 8509,72* 4,75
Desvio de linearidade 4 0,00003 0,0000075 0,11 3,26
Residuo 12 0,0008365 0,000069708
Total 17 0,59406

"Significativo para p < 0,05%

6.1.7.4 Precisao
A precisdao do método foi determinada através da repetibilidade (intradia), expressando-se 0

resultado com base no DPR. Sete solugdes de CFZ SQR preparadas na concentracdo de 20 pg/mL
foram submetidas a anlises sucessivas e os dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condicoes

experimentais, laboratério e analista, forneceram DPR de 0,32%.
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A precisao intermedidria foi avaliada através da precisao interdias e entre-analistas. Os valores
de teor de CFZ em pé liofilizado para solucdo injetavel, determinados durante a avaliacdo da
precisdo do método proposto, encontram-se na Tabela 20. As precisdes interdias e entre-analistas

apresentaram DPR de 0,75 e 1,02%, respectivamente.

Tabela 20- Determinacdo da precisdo interdias e entre-analistas do método espectrofotométrico na

regido do UV para analise de CFZ em pd liofilizado para solugéo injetavel

Precisdo interdias Precisao entre-analistas
Dia Teor’ (%) Analista Teor? (%)
1 99,91 A 99,07
2 98,95
3 98,45 B 100,50
Teor médio (%) 99,10 99,78
DPR” (%) 0,75 1,02

?média de sete determinacdes; ° DPR= Desvio padréo relativo

A precisdo interdia foi avaliada por analise de variancia, enquanto a precisdo entre-analistas

foi avaliada por Teste t de Student, conforme apresentado nas Tabelas 21 e 22.

Tabela 21- Andlise da precisdo interdias do método espectrofotométrico na regido do UV para

determinacdo de CFZ, por anélise de variancia (ANOVA)

Soma de Graus de Quadrados F F
Fonte da variagao Quadrados liberdade Médios calculado® tabelado
Entre grupos 1,53038E-05 2 7,6519E-06 2,82 3,55
Dentro dos grupos 4,85086E-05 18 2,69492E-06
Total 6,38124E-05 20

8Significativo para p < 0,05%

Tabela 22- Andlise da precisdo entre-analistas do método espectrofotométrico na regido do UV para
anélise de CFZ SQR por teste t de Student

o on . . a
Teste-t: duas amostras presumindo variancias equivalentes

Fonte da Graus de T T
variagao Média liberdade Variancia calculado valor-P  tabelado
Analista 1 0,5346 6 1,66191E-05

Analista2  0,5277 6 6,33239E-05 2,03 0,06 2,17

®Significativo para p < 0,05%
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6.1.7.5 Exatidéo

Na Tabela 23 séo apresentados os valores de recuperacdo obtidos para cada nivel de
concentracgdo testado pelo método espectrofotométrico, utilizando agua purificada como solvente, a
270 nm.

Tabela 23- Determinagdo da exatiddo do método analitico para analise CFZ por espectrofotometria

na regido do UV

CFZ SQR adicionado CFZ SQR encontrado Recuperagdo Recuperagio média DPR®
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%) (%)
R1 4 3,99 99,82
R2 8 8,14 101,74 100,56 1,03
R3 12 12,01 100,11

®DPR= Desvio padrao relativo

6.1.7.7 Limite de deteccéo e Limite de quantificacio
A sensibilidade do método espectrofotométrico foi determinada pelos limites de deteccdo
(LD) e de quantificacdo (LQ). Os valores calculados para LD e LQ foram 0,22 ug/mL ¢ 0,67 ug/mL,

respectivamente.

6.1.7.8. Robustez

AlteracGes no comprimento de onda de absorcdo foram realizadas para avaliagdo da robustez
do método. Na execucgdo de analises do po liofilizado para solucéo injetavel, os teores obtidos ndo
apresentaram diferenca significativa e os desvios padrdo relativo foram inferiores a 0,93%,
comprovando a robustez do método proposto, frente ao pardmetro avaliado, conforme demonstra a
Tabela 24.

Tabela 24- Avaliagdo da robustez do método analitico para analise de CFZ por espectrofotometria

na regido do UV

Comprimento de onda Teor® DPR®
(nm) (%) (%)
268 101,10
270 101,88 0,93
272 100,00

aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padréo relativo
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6.1.8 Discussao

O método foi desenvolvido e validado utilizando agua purificada como solvente, baseando-se
na intensidade de absor¢do dos cromoforos 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.

A andlise da curva de Ringbom permitiu verificar a faixa em que as concentra¢des apresentam
linearidade, as concentracOes selecionadas para o desenvolvimento do método foi de 8 a 28 pg/mL.
Os resultados obtidos na avaliacdo da linearidade demonstraram que as solucdes de CFZ SQR
apresentaram correlacdo linear entre as absorvancias e concentra¢des, no intervalo utilizado. O
gréafico da concentracdo versus absorvancia foi plotado e demonstrou haver linearidade adequada na
faixa de 8 a 28 pg/mL. A equacdo da reta para 0 método foi: y = 0,0266x + 0,0022, com coeficiente
de correlacao de 0,9999.

Os limites de deteccdo e quantificacdo foram calculados baseados nas curvas analiticas
produzidas em diferentes dias. Os valores encontrados para limites de deteccdo e quantificacdo
foram 0,22 pg/mL e 0,67 pg/mL, respectivamente, o que demonstra que a faixa utilizada encontra-se
acima dos limites e, portanto, com valores adequados de concentragao.

A precisdo do método foi demonstrada através da repetibilidade (precisdo intradia) e precisao
intermediéria (interdias e entre-analistas). O valor experimental obtido na analise intradia apresentou
DPR de 0,32% para analise de sete replicatas de CFZ SQR realizada no mesmo dia e sob as mesmas
condicdes. Ja na precisdo interdia, as analises foram realizadas em dias diferentes obtendo-se teor
médio de 99,10% e DPR de 0,75%. Ferramentas estatisticas (ANOVA) foram utilizadas para
confirmar que a um nivel de significancia de 5% as absorvancias das amostras entre os dias
analisados ndo diferiram estatisticamente, obtendo-se um F calculado de 2,82 que, portanto é menor
que o F tabelado observado (3,55). A precisdo entre-analistas apresentou um DPR de 1,02% e foi
avaliada por teste t de Student que corroborou a eficacia do método, pois o valor encontrado para o
T calculado de 2,03 foi menor que o valor de T tabelado (2,17), mostrando que a um nivel de
significancia de 5% as médias ndo diferem estatisticamente, portanto os resultados obtidos
demonstram que o método € preciso.

A exatidao foi avaliada pelo método da adicdo e calculada matematicamente por recuperacao.
Os resultados obtidos encontram-se na faixa de 99,82 — 101,74%, estando estes valores proximos a
100%.
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O parametro escolhido para a avaliagdo da robustez do método foi o comprimento de onda. Os
resultados obtidos, variando-se o comprimento de onda em duas unidades acima e duas unidades
abaixo, ndo demonstraram diferenca significativa na quantificacdo da amostra. O teste foi avaliado
por ANOVA, apresentando F calculado de 0,14 que por ser menor que o F tabelado (3,55), pode-se
dizer que a um nivel de significancia de 5% as médias ndo diferem estatisticamente demonstrando
assim ser robusto para o parametro analisado.

O método espectrofotométrico proposto cumpriu todos os requisitos exigidos pelos 6rgdos
oficiais (ICH, 2005; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010; USP 33, 2010), mostrando-se
adequado, apresentando simplicidade, seletividade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez,

podendo ser empregado para doseamento de CFZ em po liofilizado para solugdo injetavel.

6.2. ENSAIO MICROBIOLOGICO - METODO TURBIDIMETRICO

O método turbidimétrico ¢ um método usado para avaliacdo de poténcia de antimicrobianos de
forma simples e rapida, quando comparado com os tradicionais ensaios microbiol6gicos por difusdo
em &gar. Baseia-se na inibig&o do crescimento microbiano medido através da turbidez da suspenséo
de micro-organismos sensiveis ao agente antimicrobiano, ambos contidos em meio de cultura
liquido. A resposta do micro-organismo é fungdo direta da concentracdo da substancia ativa. Neste
contexto, foi desenvolvido e validado método microbiolégico turbidimétrico para avaliagdo de

poténcia de CFZ pé liofilizado para solucdo injetavel.

6.2.1 Ensaios preliminares para estabelecimento dos parametros analiticos
Diversos testes preliminares foram realizados para padronizacdo das condi¢cdes a serem
utilizadas no método. Variaram-se parametros como micro-organismo, meio de cultura, tempo e

temperatura de incubacdo, solucdo diluente, concentragdes do indculo e do farmaco (Tabela 25).
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Tabela 25- Parametros estudados para a avaliacdo de poténcia de CFZ em po6 liofilizado para

solucdo injetavel pelo método turbidimétrico

Parametros Descrigao

Micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 9372 IAL 1027
Escherichia coli ATCC 10535 IAL 2393
Kocuria rhizophila ATCC 9341 IAL 636
Staphylococcus aureus ATCC 26923
Staphylococcus aureus ATCC 25923 IAL 1606
Staphylococcus aureus ATCC 6538 IAL 1851
Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 1AL 2150

Meios de cultura caldo Brain Heart Infusion - BHI
caldo Caseina-soja
caldo Miiller Hinton

Tempo de incubagdo 3 e 4 horas

Temperatura de incubacgao 35°C

Concentragao do indculo 1,0; 2,0; 4,0; 5,0; 6,0; 8,0 e 10,0%
Solucgdo diluente agua purificada

tampao fosfato pH 6,0
tampao fosfato pH 8,0

Concentragdes das solugdes de amostra 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 32,0 e 64,0 pug/mL (Razdo= 2)
2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 40,0; 60,0 pg/mL (Razdo= 2)
1,5; 3,0; 6,0; 12,0; 24,0 ug/mL (Razdo= 2)

6,0; 9,0 e 16,2 pg/mL (Razdo=1,8)
5,0; 9,0; 16,2 pg/mL (Razdo= 1,8)
6,0; 9,6; 15,36 pg/mL (Razdo=1,6)
5,0; 8,0; 12,8 pg/mL (Razdo= 1,6)
6,0; 9,0; 13,5 pg/mL (Razdo= 1,5)
5,0; 7,5; 11,25 pg/mL (Razdo=1,5)
4,0; 6,0; 9,0 ug/mL (Razdo=1,5)
6,0; 8,4; 11,76 pg/mL (Razdo=1,4)
5,0; 7,0; 9,8 ug/mL (Razdo=1,4)
6,0; 8,4; 11,76 ug/mL (Razdo=1,4)

6.2.2 Execucdo do ensaio
A partir dos resultados obtidos com as diferentes condi¢des do método, estabeleceram-se 0s

parametros para a realizacdo do doseamento microbioldgico (Tabela 26).
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Tabela 26- Pardmetros padronizados para avaliacdo de CFZ em pé liofilizado para solucao injetavel

pelo método turbidimétrico

Parametros Descricao

Micro-organismo Staphylococcus aureus ATCC 26923
Meio de cultura caldo Brain Heart Infusion - BHI
Tempo de incubagdo 4 horas

Temperatura de incubagao 35°C

Concentrac¢do do indculo 4%

Solugdo diluente agua purificada

Concentragoes das solu¢ées de amostra 6,0; 8,4; 11,76 ug/mL (R 1,4)

6.2.3 Material

No doseamento microbioldgico foi utilizado o0 meio de cultura agar caseina-soja para repique
de manutencdo da cepa do micro-organismo e caldo Brain Heart Infusion - BHI para a realizacdo do
ensaio, ambos da marca Acumedia Manufacturers (EUA). Para a realizacdo deste método, a agua
purificada, as ponteiras e os tubos de ensaio com 25 mm de didmetro x 150 mm de altura, contendo
0 meio de cultura e devidamente fechados com tampdo de algoddo envolvido em gaze, foram
esterilizados em autoclave vertical modelo AV (Phoenix Luferco, SP, Brasil) por 15 minutos a
121 °C. Para a incubacdo, utilizaram-se incubador Shaker modelo MA420 (Marconi, SP, Brasil) e
estufa para cultura bacteriolégica ECB 1.2 digital (Odontobras, SP, Brasil). Formaldeido grau
analitico (Qhemis) foi usado para interromper o crescimento dos micro-organismos. As leituras
foram realizadas em espectrofotdmetro modelo DU 530 (Beckman Coulter, CA, EUA). Também
foram usados micropipetador modelo 20-200 uL (Digipet, PR, Brasil); balanga analitica modelo
H10 (Mettler Toledo, Suica) e balanca semi-analitica modelo B160 (Micronal, SP, Brasil).

6.2.3.1 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.

6.2.3.2 Preparo do inéculo

O micro-organismo Saphylococcus aureus ATCC 26923 foi repicado em caldo BHI e
incubado de 18 a 24 horas, em estufa microbiolégica 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).
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6.2.3.3 Preparo das solugdes de CFZ SQR

Foram transferidos o equivalente a 20,00 mg de CFZ SQR para baldo volumétrico de 100 mL,
obtendo solucdo de 200 pg/mL. Desta solucdo, aliquotas de 0,300; 0,420 e 0,588 mL foram
transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, para a obtencdo das concentra¢des de 6,00; 8,40 e
11,76 pg/mL, sendo representadas como P1, P2 e P3 respectivamente. Todas as solugdes foram

preparadas em agua purificada.

6.2.3.4 Preparo das solucdes de CFZ na forma farmacéutica pd liofilizado para solucdo
injetavel

A massa de 20 mg de CFZ pd liofilizado para solucéo injetavel foi devidamente pesada a
partir de um pool de amostras de 20 frascos-ampola, previamente dessecada por 1 h a 105 °C. O
conteudo foi transferido para baldo volumétrico de 100 mL e o volume foi completado com agua
purificada, obtendo a solugdo-mae de 200 pg/mL. Desta solugéo, aliquotas de 0,300; 0,420 e 0,588
mL foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL, para a obtengdo das concentracdes de
6,00; 8,40 e 11,76 pg/mL, sendo representadas como Al, A2 e A3 respectivamente. Todas as

solucdes foram preparadas em &gua purificada.

6.2.4 Ensaio

Apos autoclavacdo dos tubos contendo caldo BHI e preparo das solucdes com diferentes
concentra¢es da amostra, adicionaram-se em cada tubo, 200 pL de solucdo da amostra e 400 pL do
inculo padronizado em 580 nm com transmitancia de 25 + 2%. Os tubos de ensaio foram
acondicionados em banho de aquecimento com agitador orbital, com 32 rota¢cGes por minuto a
temperatura de 35,0 °C + 2,0 °C, por 4 horas. Ap6s o periodo de incubacdo, interrompeu-se 0
crescimento microbiano com adi¢do de 500 pL de solugéo de formaldeido 12% em todos os tubos.
Determinou-se a turbidez de cada tubo pela absorvancia dada em espectrofotometro a 530 nm. O
equipamento foi zerado com o controle negativo (tubo contendo 10,0 mL de caldo e 500 pL de
formaldeido 12%).

6.2.5 Obtencéo da curva analitica
A curva analitica foi obtida conforme o ensaio descrito no item 6.2.4., utilizando-se o
delineamento 3x3, conforme o preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010). A reta foi

construida em grafico logaritmo da concentracdo versus a média das absorvancias de cada uma das
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concentracdes da SQR. Foram realizadas trés curvas, sendo uma curva em cada dia, durante trés dias

consecutivos.

6.2.6 Determinacéo da poténcia de CFZ em pd liofilizado para solucéo injetavel
A poténcia do medicamento foi calculada pela equacdo de Hewitt (2004) (Equacdo 13). A
equacao utiliza as médias das leituras de absorvancia dos tubos obtidas com as trés doses de CFZ

SQR e po liofilizado para solugéo injetavel, realizados em triplicata e analisados em cada ensaio.

Equacéo 13

Em que:

F=1/3 [(A1+ A2+ A3) — (P1+ P2+ P3)]
| = logaritmo da razdo das doses

E = 1/4 [(A3+ P3) — (A1+ P1)]

6.2.7 Validacédo do método

6.2.7.1 Linearidade

A linearidade foi avaliada por uma curva analitica construida a partir da média de trés curvas
analisadas em trés dias diferentes, conforme descrito no item 6.2.5. Os dados obtidos na construcao
da curva analitica foram analisados para obtencdo da equacdo da reta pelo método dos minimos

quadrados e a verificacdo da linearidade e paralelismo foi constatada através da ANOVA.

6.2.7.2 Precisao
Para avaliacdo da precisdo foram realizadas anélises de preciséo por repetibilidade (intradia) e

quanto a precisdo intermediaria (interdia e entre-analista).

6.2.7.2.1. Repetitividade
A precisdo foi avaliada quanto a repetitividade (intradia). Nesta analise, sete solu¢bes de CFZ

SQR na concentragdo mediana da curva analitica (8,40 pg/mL), foram preparadas e analisadas, no
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mesmo dia e sob as mesmas condic¢des experimentais. Os resultados foram avaliados pelo DPR entre

as absorvancias resultantes.

6.2.7.2.2 Precisdo intermediaria
A precisdo intermediéria foi avaliada pelo DPR das poténcias obtidas em trés curvas analiticas

realizadas em diferentes dias (interdia) e por dois diferentes analistas (entre-analista).

6.2.7.3 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada através de modificacbes nas condicdes
estabelecidas, tais como: comprimento de onda de leitura dos tubos (525, 530, 535 nm), volume de
meio de cultura nos tubos de ensaio (9,8; 10 e 10,2 mL) e marca do meio de cultura utilizado (BHI
Acumedia e BHI Imedia). Realizou-se a andlise de poténcia das amostras de CFZ em condigdes

normais e alteradas paralelamente, avaliando a interferéncia das modifica¢Ges no resultado final.

6.2.7.4 Exatidéo

A exatiddo foi determinada pelo método de adigdo e calculada pela quantidade recuperada
como demonstrado na Equacdo 10. Neste ensaio, preparou-se uma solucdo de CFZ SQR, conforme
item 6.2.3.3, com concentra¢do de 200 pg/mL. Desta solucéo, aliquotas de 0,300; 0,420 e 0,588 mL
foram retiradas e transferidas para bales volumétricos de 10 mL, obtendo-se as solucdes de 6,00;
8,40 e 11,76 ug/mL, correspondentes a P1, P2 e P3, respectivamente. Para 0 preparo das solucdes
para avaliacdo das recuperacdes, volumes de 0,092 mL (R1), 0,190 mL (R2) e 0,288 mL (R3) da
solugdo SQR (200 pg/mL) foram transferidos para baldes volumétricos de 10 mL, aos quais foram
adicionados 0,30 mL da solugdo de CFZ p6 liofilizado para solucéo injetavel preparado na mesma
concentracdo que a SQR e completadas com 4&gua purificada. Desta forma, as seguintes
concentracdes foram obtidas: R1: 7,84 ng/mL, representando amostra de 80% de poténcia, R2: 9,80
pg/mL, representando amostra de 100% de poténcia e R3: 11,76 pg/mL, representando amostra de

120% de poténcia, conforme apresentado na Tabela 27.
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Tabela 27- Exatiddo realizada por teste de adi¢cdo pelo método turbidimétrico

PADRAO PADRAO CONCENTRACAO
A“’:g\ﬁRA A(“SQSJSA ADICIONADO  ADICIONADO FINAL
(mL) (ng/mL) (ng/mL)
A 0,30 6,00 . . 6,00
R1 0,30 6,00 0,092 1,84 7,84
R2 0,30 6,00 0,190 3,80 9,80
R3 0,30 6,00 0,288 5,76 11,76

6.2.8 Resultados

Para o desenvolvimento do método turbidimétrico para quantificacdo de cefazolina em pé
liofilizado para solucdo injetavel, diferentes doses de cefazolina sddica e diferentes micro-
organismos foram testados a fim de se encontrar a faixa linear para 0 método. Apds os testes
preliminares, realizados com varios micro-organismos, verificou-se que o Saphylococcus
epidermidis ATCC 12228 IAL 2150 néo apresentou bom crescimento, indicando controles positivos
baixos e proximos a menor concentracdo de antimicrobiano testada. O micro-organismo Kocuria
rhizophila ATCC 9341 IAL 636 ndo apresentou resultados uniformes e reprodutiveis. Houve grande
variacdo nas absorvancias encontradas para 0 mesmo teste realizado em dias diferentes e
observaram-se grumos de crescimento microbiano nos diversos caldos inoculados, 0 que interferiu
nas analises. Com Bacillus subtilis ATCC 9372 IAL 1027 foram usadas concentracfes de até 40
pug/mL de farmaco, mas ndo se observou atividade do antimicrobiano utilizando apenas 1% de
indculo padronizado. A Escherichia coli ATCC 10535 IAL 2393 também foi testada, embora se
saiba que o antimicrobiano em estudo possui modesta atividade frente a micro-organismos Gram-
negativos, o que foi comprovado pelos ensaios microbioldgicos. Optou-se, entdo, por trabalhar com
0 micro-organismo Staphylococcus aureus, por apresentar Otimos resultados em diferentes
concentracgdes testadas em que o método mostrou-se reprodutivel. Ainda assim, todas as diferentes
cepas deste micro-organismo disponiveis no laboratdrio foram testadas a fim de se aperfei¢oar ainda
mais o0s resultados encontrados.

A escolha do micro-organismo Staphylococcus aureus baseou-se na sua sensibilidade frente a
CFZ e pela sua facilidade de crescimento. As concentragdes escolhidas que apresentaram melhor
linearidade foram 6,00; 8,40 e 11,76 pg/mL, as quais permitiram doseamentos de amostras com

poténcia em torno de 100% com adequado paralelismo em relacéo a reta do padrao.
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6.2.8.1 Linearidade
Os valores de absorvancia obtidos para as solugdes em diferentes concentracdes de CFZ SQR

e em po liofilizado para solugdo injetavel durante avaliacdo da linearidade do método encontram-se

na Tabela 28.

Tabela 28- Absorvancias obtidas na avaliacdo de linearidade do ensaio microbioldgico para

avaliacdo de cefazolina em pd liofilizado para solugéo injetavel por método turbidimétrico

Absorvancias®
pg/mL Pl P2 P3 Al A2 A3
0,844 0,718 0,604 0,804 0,719 0,604
0,838 0,739 0,638 0,836 0,735 0,642
0,802 0,703 0,610 0,809 0,703 0,606
Média® 0,828 0,720 0,617 0,839 0,719 0,617
DPR® 2,72 251 297 201 223 345
aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padrio relativo

As curvas analiticas de cefazolina SQR e amostra (Figura 19) foram construidas com as
médias dos valores das absorvancia de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios de
linearidade e paralelismo. As equagdes da reta, determinadas pelo método dos minimos quadrados,
foram: y = -0,313Ln(x) + 1,388, com um coeficiente de correlagéo (r) igual a 0,9999 para a CFZ
SQR e y =-0,314Ln(x) + 1,3898, com r de 0,9997 para o farmaco em p¢ liofilizado para solugédo

injetavel.

Figura 19- Curvas analiticas de solugdes de cefazolina SQR e pé liofilizado para solucéo injetavel,

em concentragdes de 6,0; 8,4 ¢ 11,76 pg/mL, obtidas pelo método microbioldgico turbidimétrico
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A ANOVA calculada para os dados das curvas analiticas de CFZ é mostrada na Tabela 29.
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29- Analise de variancia das absorvancias determinadas na obtencdo das curvas analiticas de CFZ,

utilizando o método turbidimétrico

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F calculado F tabelado
variacdao liberdade Quadrados médio
Preparagao 1 0,0000003 0,0000003 0,00258 4,96
Regressao 1 0,1335630 0,1335630 1141,43* 4,96
Desvio de 1 0,0000003 0,0000003 0,002848 4,96
Paralelismo
Quadratico 1 0,0000387 0,0000387 0,330868 4,96
Diferenca de 1 0,0000032 0,0000032 0,027009 4,96
Quadratico
Entre doses 5 0,1336055 0,0267211 228,358* 3,33
Entre tubos 2 0,0031476 0,0015738 13,44990* 4,10
Dentro (erro) 10 0,0011701 0,0001170
Total 17 0,1379233

"Significativo para p < 0,05

6.2.8.2 Precisao

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade (intradia) e precisdo
intermediaria (interdias e entre-analistas). A precisdo por repetibilidade foi avaliada pelo DPR de
sete tubos com a dose mediana de CFZ SQR. Os dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas
condi¢des experimentais, laboratorio e analista, forneceram DPR de 1,57%.

Para a determinagdo da precisdo intermedidria, trés curvas analiticas foram construidas em
diferentes dias. Os ensaios foram comparados entre si e resultaram em uma poténcia média de
100,07%, com DPR de 0,36%. Os ensaios experimentais também foram realizados por diferentes
analistas e apresentaram poténcia média de 100,45% e DPR de 0,28, como apresentado na
Tabela 30.

Tabela 30- Precisdo intermediaria do método turbidimétrico para cefazolina em po liofilizado para

solucdo injetavel

Precisao intermediaria
Precisao entre-analistas

Precisao interdias

12 dia 100,25 Analista 1 100,25

22 dia 100,30

32 dia 99,66 Analista 2 100,65
média 100,07 100,45
DPR’ 0,36 0,28

®DPR= Desvio padrao relativo
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6.2.8.3 Robustez

A robustez foi avaliada mediante a realizacéo de alteragcdes do comprimento de onda de leitura
dos tubos, volume de caldo nos tubos e marca do meio de cultura utilizado. As alteragdes realizadas
ndo provocaram mudancas nos resultados de poténcia das amostras de pé liofilizado para solucéo
injetavel doseada pelo método. Os DRPs entre os teores foram inferiores a 1%, comprovando a

robustez do método proposto para os parametros avaliados, conforme demonstra a Tabela 31.

Tabela 31- Avaliacdo da robustez do método microbioldgico turbidimétrico para analise de CFZ em

po liofilizado para solucéo injetavel

.. Parametro Cefazolina® Média DPR®
Variavel
alterado (%) (%) (%)
. 525 100,57
c°m'°”m(‘::‘)’ de onda 530 100,10 100,66 0,60
535 101,30
Volume de meio de 9,5 100,13
Y ! 10,0 99,32 99,48 0,59
cultura (mL)
10,5 98,99
i Acumedia 100,37
Marca do meio de . 100,47 0,15
cultura Imedia 100,58

aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padrao relativo

6.2.8.4 Exatidao
Determinou-se a exatiddo do método através do teste de adigdo que foi calculado por
recuperacdo. Utilizando a Equacéo 10, obteve-se valor médio de exatiddo de 99,92%. Os resultados

do teste de recuperacdo estdo representados na Tabela 32.

Tabela 32- Teste de adi¢do pelo método turbidimétrico

CFZ SQR adicionado CFZ SQR encontrado® Recuperag¢ao Recuperagao DPR®
(ng/mL) (ng/mL) (%) média(%) (%)
R1 1,84 1,84 100,04
R2 3,8 3,75 98,76 99,92 0,53
R3 5,76 5,73 99,52

AMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padrio relativo
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6.2.9 Discussao

O ensaio turbidimétrico € um método simples e principalmente rapido, quando comparado aos
tradicionais ensaios por difusdo em agar. O método por difusdo em agar tem, dentre as suas
limitacGes, a dificuldade de difusibilidade de alguns farmacos no meio de cultura sélido e ainda, a
reatividade entre o meio de cultura e o farmaco em determinados casos (SILVA, 2012a). No ensaio
por difusdo em agar é imprescindivel que se tenha um crescimento microbioldgico homogéneo, para
formacdo de halos de inibigc&o regulares e bem delimitados, com didmetro adequado para validacéo.
Tais fatores intereferentes sdo diminuidos no método turbidimétrico, dado que o ensaio é realizado
em caldo como meio de cultura.

Embora os ensaios fisico-quimicos sejam ainda mais rapidos e praticos, 0s ensaios
microbioldgicos se fazem necessarios uma vez que 0s ensaios fisico-quimicos muitas vezes ndo sao
capazes de sozinho assegurar a eficicia da atividade antimicrobiana, podendo gerar conclusdes
falsas sobre qualidade do medicamento. Neste contexto, 0 ensaio turbidimétrico € muito importante
para avaliar a poténcia de antimicrobianos, sendo um adequado método a ser aplicado na rotina
laboratorial, onde a disponibilidade de tempo e equipamentos sdo limitados.

As cepas de Staphylococcus aureus ATCC 26923 foram escolhidas para a validacdo do
método, pois embora apresenten uma estreita faixa de trabalho, o micro-organismo foi sensivel ao
farmaco em estudo e proporcionou resultados precisos e reprodutiveis. Cepas de Saphylococcus
aureus (ATCC 6538) foram anteriormente indicadas para analise de CFZ na Farmacopeia Brasileira,
2010, que embora ndo apresente monografia para CFZ em seu compéndio, traz 0 ensaio
microbioldgico por difusdo em &gar para analise de CFZ no capitulo de ensaios microbiologicos de
antibioticos.

Na validagdo do método microbioldgico turbidimétrico, a linearidade do método foi
comprovada pelos coeficientes de correlacdo de 0,9999 e 0,9997 para cefazolina SQR e pé
liofilizado para solucdo injetavel, respectivamente. Além disso, a anélise 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 padrdo e pod liofilizado para solucdo injetdvel para solucdo injetavel ndo diferira
estatisticamente, demonstrando sua eficiéncia. Os resultados obtidos para precisdo intermediaria
apresentaram poténcia de 100,45% para analises entre-analistas com DRP de 0,28% e 100,07 para
anélise interdia com DRP de 0,36%. Ja na precisdo por repetitividade (intadia) a absorvancia média

de 7 replicatas foi de 0,758 com DRP de 1,57%. Com isso, 0s resultados apresentados apontam que
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0 método é preciso. No estudo da exatiddo, determinada pelo método de adicao, obteve-se resultado
médio de 99,92%, o qual comprovou a capacidade do método de determinar a poténcia de modo
exato. As pequenas alteragdes efetuadas nos parametros do método durante a avalia¢do da robustez,
como variagao do comprimento de onda, volume de meio de cultura e a marca do meio de cultura,
ndo causaram efeitos significativos. A robustez também foi avaliada quanto ao tempo de incubacao
no shaker, no entanto o0 método nao foi robusto, portanto este é um parametro importante e que deve
ser observado para obtencdo de resultados precisos.

Todos os parametros avaliados na validacdo do método foram satisfatérios, bem como os
resultados de regressdo e paralelismo. As andlises estatisticas ndo apresentaram diferencas
significativas entre o F calculado e o F tabelado. Este trabalho vem propor um método simples e de
viavel execucdo, para a avaliacdo de poténcia de CFZ em pd liofilizado para solucdo injetavel, que

mostrou ser seguro e esta de acordo com o estabelecido em guias nacionais e internacionais.

6.3. CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA

A cromatografia liquida é um processo de separagdo em que 0s componentes de uma amostra
sdo distribuidos entre duas fases na coluna cromatografica, as quais denominadas como fase moével
(composta por solventes de diferentes polaridades) e fase estacionaria sélida (MEYER, 2010).

Os estudos para desenvolvimento do método analitico por CLAE foram embasados em
trabalhos disponiveis na literatura (MARONA et al.,, 1999; MARONA, SCHAPOVAL, 2001;
SALGADO et al., 2005; TOZO, SALGADO, 2006; LOPES, SALGADO, 2008; MORENO,
SALGADO, 2008; LOPES, SALGADO, 2009; SALGADO et al., 2009; CAZEDEY et al., 2009;
BONFILIO et al.,, 2009; CAZEDEY et al.,, 2011; VIEIRA, SALGADO, 2011; MORENO,
SALGADO, 2012b; CORREA et al., 2012; SILVA, SALGADO, 2012c). Diferentes sistemas
cromatograficos foram testados com objetivo de encontrar condi¢cdes favoraveis, como
anteriormente apresentadas no item (5.9.3) e novas condic¢des foram propostas para quantificacdo de

CFZ na forma farmacéutica po liofilizado para solucéo injetavel por CLAE.

6.3.1. Material

Para a realizacdo do método foram utilizados CFZ SQR e p¢ liofilizado para solucdo injetavel,
descritos nos itens 4.1. e 4.2. Todas as solugdes e fases mdveis utilizadas durante este trabalho
foram preparadas a partir de 4gua ultrapura obtida atraves de equipamento Milli-Q Plus (Milipore,

USA). Os solventes acetonitrila, etanol e metanol utilizado na preparacdo das fases moéveis possuia
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grau HPLC e foram adquiridos da J.T. Baker (México). Os reagentes utilizados para a degradacao
foram 4&cido cloridrico 0,001 M (Qhemis), hidroxido de sédio 0,001 M (Cinetica), peréxido de
hidrogénio 3% (Vetec Quimica Fina). As solucbes foram filtradas em membrana filtrante de nylon
com poro de 0,45 um e¢ 47 mm de didmetro (Millipore) e foram desgaseificadas em banho
ultrassdnico 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, USA), conectado a detector UV/Visivel Waters 2487 e injetor
manual 7725i com loop de 20 pL (Rheodyne Breeze, CA, USA). As colunas Zorbax Eclipse Plus
Cig 5 um (250 mm x 4,6 mm) Agilent ¢ Symmetry Cig, 5 um (250 x 4,6 mm) Waters, foram
utilizadas. As areas dos picos foram integradas usando o programa de software Empower. Também
foram utilizados banho-maria modelo Q334M (Quimis, SP, Brasil) e balanca analitica modelo H51
(Mettler Toledo, Suica).

6.3.2 Método

As condicBes cromatogréaficas estabelecidas para a determinacdo de CFZ foram apresentadas
na Tabela 13. A fase movel constituida de agua:ACN (60:40 v/v); pH 8 ajustado com TEA, foi
preparada segundo o item 6.3.2.1. O volume de 10 pL de solucdo de CFZ nas concentragdes de
trabalho (6.3.2.2 e 6.3.2.3) foi injetado no cromatografo a liquido de alta eficiéncia Waters em vazéo
de 0,5 mL/min. A analise do farmaco foi realizada isocraticamente em colunas Zorbax Eclipse Plus
Cig 5 um (250 mm x 4,6 mm) por detector UV, no comprimento de onda de 270 nm. O ensaio foi

realizado em temperatura ambiente.

6.3.2.1 Preparo da fase movel

A fase mdvel escolhida consistiu de agua purificada (Milli-Q) e acetonitrila (JT Baker) na
proporcdo de 60:40 v/v, pH ajustado para 8 com gotas de trietilamina (Merck). A fase movel foi
filtrada em membrana filtrante de nylon com poro de 0,45 pm e 47 mm de didmetro (Millipore), sob

vacuo e desgaseificada em banho ultrassénico modelo USC2800A (Unique, SP, Brasil), durante 30

6.3.2.2 Preparo da solucdo de CFZ SQR
A massa equivalente a 10,00 mg de CFZ SQR previamente dessecada por 1 h a 105 °C foi
transferida para baldo volumétrico de 50 mL, cujo volume foi completado com fase movel, para a

obtencdo de solugcdo com concentragcdo de 200,0 pg/mL. Aliquotas de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e
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4,0 mL, desta solugdo foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL para gerar solugdes

com a concentrago final requerida de 30; 40; 50; 60; 70 e 80 pg/mL.

6.3.2.3 Preparo da solugdo de CFZ po liofilizado para solucéo injetavel

O conteudo de 20 frascos contendo peso médio de 1,07 g de CFZ po liofilizado para solucéo
injetavel foi adicionado a um recipiente adequado. A partir deste pool de amostras, a massa de 10
mg de CFZ foi pesada e transferida para baldo volumétrico de 50 mL para a obtencdo de solucédo
com concentragdo de 200,0 pg/mL. Aliquotas de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 mL desta solugdo foram
transferidas para bal6es volumétricos de 10 mL para obtencdo das solugdes com a concentracao da
faixa de trabalho correspondente a 30, 40, 50, 60, 70 e 80 pg/mL.

6.3.3 Determinacéo do teor de CFZ po¢ liofilizado para solucgéo injetavel
As leituras das solugdes de amostra foram realizadas em cromatdgrafo no comprimento de
onda de 270 nm. O doseamento de CFZ foi realizado em triplicada, nas concentracdes de 60 pg/mL

e 0 seu teor foi calculado matematicamente segundo as Equacdes 8 e 9.

6.3.4 Conformidade do sistema cromatografico

O ICH (2005) estabelece teste de conformidade do sistema cromatografico como parte do
processo de validacdo. Como o teste € uma etapa essencial para assegurar que 0S parametros
cromatogréaficos selecionados estdo aptos para a validagdo do método, sendo um pré-requisito de
fundamental importancia, a conformidade do sistema cromatogréfico foi anteriormente apresentada

no item 5.9.3.1 em que se deu a escolha desses parametros.

6.3.5 Validacdo do método analitico por CLAE
O método foi validado de acordo com o as diretrizes BRASIL (2003), FDA (2004) e ICH
(2005). Os parametros avaliados foram: linearidade, seletividade, precisao (repetibilidade e precisao

intermediaria), limite de quantificacdo, limite de deteccdo, robustez e exatidao.

6.3.5.1 Linearidade
E a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os resultados obtidos s&o
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado

(BRASIL, 2003). Para a curva analitica foi preparado uma solucdo de CFZ SQR na concentragdo de
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200 pg/mL (solucdo-mée). A partir da solugdo-mae, aliquotas de 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 € 4,0 mL
foram transferidas para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com fase mével para
a obtengdo das concentragdes de trabalho de 30; 40; 50; 60; 70 e 80 pg/mL.

As curvas foram preparadas e analisadas durante trés dias. A equacdo da reta foi determinada
pelo estudo de regresséo linear, pelo método dos minimos quadrados e o teste estatistico de anélise

de variancia (ANOVA) foi empregado para avaliacdo dos resultados obtidos.

6.3.5.2 Seletividade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca de outros
componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e excipientes (BRASIL, 2003). A
seletividade do método foi determinada submetendo a solu¢do amostra de cefazolina sédica em pd
liofilizado para solucéo injetavel (200 pg/mL) a degradacédo acelerada por condigdes &cida, basica,
neutra, oxidativa e fotolitica, para avaliar a interferéncia de produtos de degradacdo na quantificacéo
da cefazolina sddica. As amostras foram diluidas em fase mével para concentracdo final de 60
pg/mL, concentracdo em que as amostras foram injetadas no equipamento. A solucdo amostra foi
preparada em HCI 0,001 M para a hidrolise acida e NaOH 0,001 M para a hidrdlise basica. Estas
amostras foram aquecidas a 60 °C por 48 horas e foram neutralizadas com NaOH 0,001 M e HCI
0,001 M, respectivamente, antes de serem injetadas no equipamento. A degradagdo neutra e
oxidativa foram realizadas submetendo a solugédo amostra de CFZ na concentracdo de 60 pg/mL,
preparadas em &gua purificada e em peroxido de hidrogénio 3% respectivamente, sob exposicdo a
temperatura de 60 °C, em banho de aquecimento, por 48 horas.

A fotodegradacéo foi induzida através da exposi¢do de uma solugdo aquosa da amostra a luz
ultravioleta (UVC, 254 nm) em temperatura ambiente (25 °C + 2) por 48 horas. Assim, a capacidade
indicadora de estabilidade do método foi estabelecida através da resolucdo obtida entre o pico

principal da CFZ e de seus produtos de degradacé&o.

6.3.5.3 Precisao

A precisdo é a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de
uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003). Avaliou-se a precisdao do
método através do calculo do DPR percentual das amostras, submetidas a ensaios de repetibilidade e

precisao intermediaria.
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6.3.5.3.1 Repetibilidade
Sete determinacOes sucessivas de CFZ na concentracdo de 60 pg/mL foram realizadas no
mesmo dia, utilizando as mesmas condi¢Bes experimentais, método, equipamento e analista. As

areas dos picos cromatograficos foram avaliadas pelo DPR.

6.3.5.3.2 Precisdo intermediaria
A precisdo intermediaria foi avaliada por diferentes analistas e em diferentes dias.

6.3.5.3.2.1 Entre-dias

Sete determinacOes sucessivas de CFZ na concentracdo de 60 pg/mL foram preparadas
diariamente, por trés dias consecutivos, utilizando as mesmas condicGes experimentais, método,
equipamento e analista. Os resultados foram avaliados pelo DPR e por andlise estatistica de
variancia (ANOVA).

6.3.5.3.2.2 Entre-analistas

Sete determinagdes sucessivas de CFZ na concentracdo de 60 pg/mL foram realizadas no
mesmo dia, mas por analistas diferentes, utilizando as mesmas condi¢fes experimentais, método e
equipamento. As areas dos picos cromatograficos foram avaliadas pelo DPR e por analise estatistica
de variancia (ANOVA). Além disso, cada analista realizou um doseamento sob as mesmas

condicdes experimentais e 0s teores obtidos foram analisados pelo DPR.

6.3.5.4 Limite de deteccéo (LD) e Limite de quantificacdo (LQ)

O limite de deteccdo e o limite de quantificacdo foram calculados segundo preconizado na
literatura (ICH, 2005), que se baseiam no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva
analitica. As solugdes foram analisadas experimentalmente em triplicata e calculadas pelas

Equacdes 11 e 12.

6.3.5.5 Robustez
Robustez é o grau de reprodutibilidade do teste, a resisténcia do método frente a pequenas
variagbes nas condi¢cBes cromatograficas estabelecidas para obtengdo do teor de CFZ. Neste

trabalho, a robustez do método foi testada quanto a influéncia de pequenas variacdes dos parametros
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pré-definidos como: marca da coluna cromatografica, marca do solvente acetonitrila, vazdo,
proporc¢do da fase mével, volume da injecdo, comprimento de onda e temperatura.

As diferentes condi¢bes também foram avaliadas simultaneamente pelo modelo fatorial
Plackett-Burman, em que é realizado uma matriz de 15 experimentos variando 7 parametros em
nivel superior e inferior. Os resultados obtidos foram calculados usando a metodologia proposta por
Youden & Steiner (1975). Na Tabela 33 é apresentada a combinagdo fatorial utilizada no teste
Plackett-Burman, onde as letras de A a G representam os fatores selecionados; os nimeros 1 a 15
representam o ndmero de experimentos (2n + 1), sendo que n é o numero de fatores, em que 0
corresponde aos parametros normais pré-estabelecidos no processo, enquanto que os 1 e -1 sdo 0s

niveis superiores e inferiores a esses parametros.

Tabela 33- Teste de robustez utilizando o modelo experimental de Plackett-Burman

Parametro Combinagao Fatorial

Analitico 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
A 1110100O0T-1-21 -1 0 -1 0 O
B 01110100O0?=-1-1 -1 0 -1 0
(o 0011101000 -1 -1 -1 0 41
D 1 0011100-10 0 -1 -1 -1 0
E 01001111090 -1 0 0 -1 -1 -1
F 1 01 00110-1 0 -1 0 0 -1 1
G 11010010-1-1 0 -1 0 0 -1

A G: fatores selecionados; 1-15: nimero de experimentos onde 2n + 1, em que n = ndmero de
fatores, 1, 0, -1: niveis dos fatores

A escolha das variaveis (Fatores) e 0s niveis 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 fatores

e 0s niveis de variacdo testados sdo apresentados na Tabela 34.
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Tabela 34- Fatores selecionados e niveis de variabilidade

. - Condigcao Condicao Condicdo
Fator Unidade Limite variada (1) Normal (0) variada (-1)
A. MarcadaColuna - - Waters Agilent Waters
B. Vazdo da fase movel mL/min 2 0,52 0,50 0,48
C. Marca da acetonitrila - - Tedia J. T. Baker Tedia
D. Proporgdo da FM % 2 62:38 v/v 60:40 v/v 58:42 v/v
E. Volume da injecdo pL 2 12 10 8
F. Comprimento de onda A 2 272 nm 270 nm 268 nm
G. Temperatura da sala °C 2 27 25 23

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

A robustez foi determinada em triplicata a partir de injecdes de solugbes padrdo contendo
60 ng/mL de CFZ, sob as mesmas condicfes experimentais estabelecidas.

Para determinar a influéncia das variagdes de cada parametro no resultado final, a média do
doseamento realizado em triplicata correspondente aos pardmetros normais foi comparada as médias
dos doseamentos correspondentes aos niveis alterados.

O efeito médio de cada variavel é a diferenca média entre as observacGes determinadas nos
niveis extremos e aqueles determinados no nivel ideal. O desvio de cada fator foi calculado
utilizando a metodologia de Youden e Steiner.

A Equacdo 14 exemplifica a avaliacdo do efeito da alteracdo do pardmetro A- Marca da

coluna, do mesmo modo os outros parametros também foram avaliados (BERZAS et al., 2004).
J2xS>|DA Equacéo 14

Em que:

S= \/g(DAZ +DB?+ DC? + DE* + DF? + DG?)

Sendo que:
A diferenca entre os valores normais e os valores alterados em modulo (DA, DB, DC etc...)

devera ser menor que o valor resultante de J2xs para se inferir que os efeitos obtidos com as
variagdes dos pardmetros ndo foram significativos e, portanto, 0 método é robusto para todos os

fatores selecionados.
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6.3.5.6 Exatidéo

A exatiddo do método foi determinada pelo método da adicdo e foi calculada pela quantidade
recuperada, no qual quantidade conhecida de padrdo foi adicionada a amostra. As amostras foram
preparadas segundo a Tabela 35, em triplicata, e a percentagem de cefazolina recuperada foi

calculada pela Equacéo 10.

Tabela 35- Preparo das solucdes para o teste de recupera¢do do método cromatografico

CFZ amostra CFZ (100 ug/mL)  Concentragdo tedrica

(100 pg/mL) (mL) (mL) final (ng/mL)"
Amostra 1,5 - 30
R1 1,5 0,9 48
R2 1,5 1,5 60
R3 1,5 2,1 72
Padrao - 1,5 30

“Baldo volumétrico de 10 mL

6.3.6 Resultados
O cromatograma tipico de CFZ obtido pelo método proposto foi apresentado na Figura 16 e
demonstrou excelentes resultados quanto a resolugéo, simetria do pico e 6timo tempo de retencdo de

3,6 minutos.

6.3.6.1 Seletividade e estudos de degradacéo forcada

O estudo da degradacdo forcada da amostra de cefazolina sddica em po liofilizado para
solucdo injetavel foi realizado para verificar as propriedades indicadoras de estabilidade do método
proposto. Em todas as condigdes de estresse pelas quais a amostra foi submetida, houve decréscimo
do pico de cefazolina sddica, sendo que nas condi¢bes acidas e alcalinas picos adicionais foram
apresentados. A amostra foi mais estavel em condi¢do neutra e apresentou maior degradacdo em
condicdo acida. As Figuras 20, 21, 22, 23 e 24 apresentam 0s cromatogramas obtidos apds as
degradacdes bésica, &cida, neutra, oxidativa e fotolitica, respectivamente, onde é possivel visualizar
0s picos adicionais correspondentes aos produtos de degradacdes, sendo que o pico principal de
cefazolina sodica é apresentado ao tempo de retencdo de 3,6 minutos. Assim, demonstrou-se a

seletividade do método proposto para a anélise de produtos farmacéuticos de cefazolina sddica.
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Figura 20- Cromatograma de CFZ 60 pg/mL tempo zero (a) e apds 48 horas (b), sob degradacéo:
basica (NaOH 0,1 M) a 60 °C

Figura 21- Cromatograma de CFZ 60 pg/mL tempo zero (a) e apds 48 horas (b), sob degradacéo:
acida (HCI 0,001 M) a 60 °C
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Figura 22- Cromatograma de CFZ 60 pg/mL tempo zero (a) e apds 48 horas (b), sob degradacéo:

neutra (dgua) a 60 °C

Figura 23- Cromatograma de CFZ 60 pg/mL tempo zero (a) e ap6s 48 horas (b), sob degradacéo:
Oxidativo (H20, 3%) a 60 °C
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Figura 24- Cromatograma de CFZ 60 pg/mL tempo zero (a) e apds 48 horas (b), sob degradacao:

Fotolitica (luz UV) em temperatura ambiente

6.3.6.2 Linearidade
Cada valor medio das areas absolutas obtidas na determinacdo da curva analitica foram
plotados em relacdo a respectiva concentracdo, observando-se linearidade adequada na faixa de

30-80 pug/mL, conforme ilustrado na Figura 25.

Figura 25- Curva analitica de CFZ SQR obtida pelo método cromatografico, utilizando fase movel:
agua: acetonitrila (60:40 v/v) pH 8 ajustado com TEA. Fase estacionéria: Zorbax Eclipse Plus Cyg
Agilent (250 x 4,6 mm) 5 pm
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Na Tabela 36 sdo apresentados os valores das areas obtidas pelas diferentes concentracdes de
CFZ SQR.

Tabela 36- Valores das areas referentes ao pico de CFZ SQR para construcdo da curva analitica do

método cromatogréafico

Concentragdo (pg/mL) Areas’ (AU) Area média + DP” DPR‘ (%)
2152162
30 2107217 2110833 £ 39644,70 1,87
2073120

2764639
40 2756486 2752218 £ 15017,54 0,55
2735528

3349823
50 3380328 3372399 + 19837,64 0,58
3387046

3971999
60 3912803 3969727+ 55822,03 1,40
4024378

4572851
70 4513790 4589643 + 85494,54 1,86
4682288

5154763
80 5136111 5183200 + 66068,28 1,27
5258725

2Valor médio de trés determinagdes/ "DP = Desvio padrdo/ “DPR= Desvio padréo relativo

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de CFZ SQR ¢é apresentada na Tabela
37.
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Tabela 37- Andlise de variancia dos valores de area determinados na obtencdo da curva analitica de
CFZ SQR, utilizando o método por CLAE

Fon?es~de .Gra“s de Soma de Quadrados Variancia F calculado F tabelado
variagao liberdade
Entre 5 19760858787504,8  3952171757500,9 1396,43* 3,11
Concentragoes
Reﬁrzzzsrao 1 19760858787504,8  19760858787504,8  6982,14* 4,75
Desvio da 4 0,00003 0,0000075 0,00 3,26
Linearidade
Residuo 12 33962392533,3 2830199377,7 ; -
Total 17 19794821180038,2 ; - -

*Significativo para p < 0,05%

6.3.6.3 Precisao

A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade (intradia), expressando-se 0s
resultados com base no DPR. Sete solucbes de CFZ SQR preparadas na concentracdo de 60 pg/mL
foram submetidas a andlises sucessivas e os dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condigdes
experimentais, laboratorio e analista, forneceram DPR de 0,84%.

Para a determinacdo da precisao interdias realizaram-se andlises de trés amostras, em trés dias
consecutivos, obtendo-se valores experimentais de teores de 100,29%, 100,11% e 100,79%, com
teor médio de 100,39% e DPR de 0,35%. Na precisao entre-analistas, duas amostras foram avaliadas
por dois analistas, obtendo-se valores experimentais de 98,49% e 100,12%, com média de 99,31% e

DPR de 1,17, conforme demonstrado na Tabela 38.

Tabela 38- Precisédo interdias e entre-analistas do método analitico para anélise de CFZ por CLAE

Precisao interdias Precisdo entre-analistas
] Teor’ Teor médio DPR” . Teor’ Teor médio DPR”®
Dia Analista
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 100,29 A 100,12
99,31 1,17
2 100,11 100,39 0,35 B 98,49
3 100,79

2Média de trés determinacdes; "DPR= Desvio padrio relativo
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Os resultados obtidos na precisao interdia e precisdo entre-analistas também foram avaliados
estatisticamente, comparando as areas das sete solucGes realisadas em cada dia de experimento por

andlise de variancia (ANOVA), como apresentado nas Tabelas 40 e 41.

Tabela 39- Analise estatistica por analise de variancia (ANOVA) para preciséao interdias

Fonte da variagéo sQ gl mMQ F valor-P F critico

Entre grupos 269208531,8 2 134604265,9 0,10784 0,898340252 3,554557146
Dentro dos grupos 22465779885 18 1248098882

Total 22734988417 20

Tabela 40- Analise estatistica por analise de variancia (ANOVA) para precisao entre-analista

Fonte da variagdo sQ gl mQ F valor-P F critico

Entre grupos 718684,5714 1 718684,5714 0,00026 0,987358595 4,747225336
Dentro dos grupos 32952861485 12 2746071790

Total 32953580170 13

6.3.6.4 Exatiddo
Determinou-se a exatiddo do método atraves da analise de trés concentracbes na faixa pré-
estabelecida e os resultados experimentais, que correspondem a porcentagem média de 100,37%,

encontram-se na Tabela 41.

Tabela 41- Exatiddo do método analitico para analise CFZ por CLAE

CFZ SQR adicionado CFZ SQR encontrado® Recuperagao Recuperagao DPR”
(ng/mL) (ng/mL) (%) média (%) (%)
R1 18 18,21 101,16
R2 30 30,16 100,52 100,37 0,86
R3 42 41,76 99,44

AMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padrio relativo

6.3.6.5 Limites de deteccdo e quantificacéo
A sensibilidade do método cromatografico foi determinada através dos limites de deteccdo
(LD) e de quantificacdo (LQ). O valor calculado para a menor concentracéo detectada pelo processo

analitico foi 3,10 pg/mL. Por sua vez, o LQ calculado foi 9,41 pg/mL.



125
Andlise quantitativa

6.3.6.6 Robustez

A robustez foi avaliada propiciando pequenas modificagdes nos parametros, de forma isolada,
na execucao de andlises de CFZ po liofilizado para solucgdo injetavel, tais como: marca da coluna;
vazdo da fase movel; marca da acetonitrila; propor¢cdo de solventes na fase movel; volume da
injecdo; comprimento de onda de detec¢do e temperatura do laboratorio. Os teores obtidos nédo
apresentaram diferenga significativa e os desvios padrdo relativos foram inferiores a 1,12%,
comprovando a robustez do método proposto, frente aos parametros avaliados, conforme demonstra
a Tabela 42.

Tabela 42- Parametros da avaliacdo da robustez do método analitico para determinacdo de CFZ por
CLAE

CFZ° DPR”
Variavel Faixa | tigad CFZ° (%
ariave aixa Investigada (mg) (%) (%)
Zorbax Eclipse Plus Agilent®
(250 x 4,6 mm) 5 um 60,17 100,29
Marca da coluna 1,11
Symmetry Waters®
1,12 101
(250 x 4,6 mm) 5 um 61, 01,87
Vaz3o da fase 0,48 60,16 100,28
mével (mL/min) 0,50 60,17 100,29 0,22
0,52 60,39 100,66
Marca da J. T. Baker 60,05 100,09 030
acetonitrila Tedia 60,31 100,52 !
Proborcio de fase 62:38v/v 60,12 100,21
P nfével 60:40v/v 60,17 100,29 0,82
58:42v/v 61,00 101,68
Volume da injecdo 8 29,86 99,78
) 1&6 10 60,17 100,29 0,37
H 12 60,30 100,51
Comprimento de 269 60,64 101,07
o};l)da (nm) 270 60,08 100,14 0,46
272 60,32 100,54
Temperatura do 23 60,23 100,38
Iaboliatc')rio °C) 25 60,17 100,29 0,14
27 60,06 100,11

aMédia de trés determinacdes; "DPR= Desvio padréo relativo
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A robustez também foi avaliada pela matriz fatorial de Plackett-Burman, em que 15
experimentos foram realizados com alteracdes simultaneas, anteriormente apresentadas na Tabela
33. Os efeitos resultantes dos parametros alterados foram avaliados em comparacdo aos valores
obtidos como referéncia de 0,96 para o teste 1 e 1,23 para o teste -1 (Equacdo 14). Nenhum efeito
apresentou resultado significativo, indicando que o método propospo € robusto. Os teores
encontrados nas condi¢fes normais e nas condicOes alteradas para cada fator sdo apresentados na
Tabela 43.

Tabela 43- Teor resultante de cada variagdo obtido no teste de Plackett-Burman

Fator (1) Teor (%)*” (-1) Teor (%)*”

Marca da coluna A=Waters® 100,53-101,46=-0,93 A= Waters® 100,83 -101,63 =-0,80
Vazdo da fase mdvel (mL/min) B=0,52 101,21-100,63=0,58 B=0,48 101,30 -101,15=10,15
Marca da acetonitrila C=Tedia 100,89-100,95= -0,06 C=Tedia 100,71-101,75=-1,04
Proporgdo de fase mével (%) D=62:38 101,00-100,83=0,17 D=58:42 101,19 -101,27 =-0,08
Volume da injegdo (mL/min) E=12 100,92-100,92= 0,00 E=8 100,85 -101,60 = -0,75
Comprimento de onda (nm) F=272 100,71-101,13=-0,42 F= 268 101,52 - 100,94 = 0,58
Temperatura da sala (°C) G=27 101,70-101,14=-0,56 G=23 101,25 -101,20 = 0,05

4Média de teores obtidos nas condi¢Bes normais - Média de teores obtidos nas condicdes alteradas
PCritérios de referéncia calculados: 0,96 para o teste 1 e 1,23 para o teste -1

6.3.7 Discussao

Neste trabalho foi validado um método cromatografico, com os parametros de seletividade,
linearidade, precisdo, exatiddo, limite de quantificacdo e limite de deteccdo, preconizados em guias
internacionais (FDA, 2004; ICH, 2005). Antes de validar o método, realizaram-se os testes de
conformidade do sistema cromatogréfico (system suitability) que sdo essenciais para assegurar que
0s parametros cromatogréficos selecionados estejam aptos para a validagdo do metodo. Os dados
obtidos na verificacdo da conformidade do sistema cromatogréfico (Tabela 14) mostraram que 0
sistema apresentou-se eficiente para o desenvolvimento do método cromatografico, sendo adequado
para assegurar a confiabilidade dos resultados, estando de acordo com a literatura (FDA, 2004), que
sugere que a assimetria do pico e o fator de alargamento devem ser <2, o nimero de pratos > 2000 e
0 DPR para os parametros testados < 2%. Portanto, o método proposto cumpre 0s requisitos
preconizados na literatura oficial, podendo ser empregado para analise de CFZ na industria

farmacéutica.
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O tempo de corrida necessario para analise é de 3,6 min, proporcionando, desta maneira, uma
rapida determinacdao do farmaco, que é um atributo fundamental para sua aplicabilidade do método
no controle de qualidade na industria farmacéutica.

O estudo da degradacéo forcada da amostra de cefazolina sodica foi determinado submetendo
amostras de CFZ a condicdes de estresse basico, acido, neutro, oxidativo e fotolitico, para avaliar a
interferéncia de produtos de degradacdo na quantificacdo de CFZ. A hidrdlise béasica, acida, neutra e
oxidativa foram realizadas em banho a temperatura de 60 °C. O farmaco em estudo mostrou que em
todas as condicBes de estresse pelas quais a amostra foi submetida, houve decréscimo do pico de
cefazolina sodica, quando comparado ao pico do farmaco no momento de preparo. A amostra foi
mais estavel a hidrdlise neutra, enquanto que as condicdes basica e &cida apresentaram decréscimo
significante da area do pico principal, sendo possivel detectar picos adicionais, sendo que 0 maximo
de degradacéo observada foi na condicdo &cida. As degradac6es em meio neutro e fotolitica foram
mais lentas, mas apresentaram uma diminuicdo expressiva de 62% e 68%, respectivamente. A
avaliacdo da degradacgéo oxidativa ficou prejudicada com os parametros estabelecidos, pois o pico
do peroxido de hidrogénio apresentou um grande pico caracteristico, que coeluiu no mesmo tempo
de retencdo da cefazolina sodica, encobrindo o pico do farmaco, ndo sendo possivel separa-los nas
condi¢des de trabalho propostas. No entanto, este estudo mostrou que o método possui adequada
seletividade, visto que foi possivel quantificar a cefazolina sédica mesmo na presenca de seus
produtos de degradacdo.

A linearidade foi avaliada por meio de curvas analiticas, que foram construidas a partir de seis
concentracBes de padrdoes de CFZ. As areas dos picos apresentadas nos cromatogramas foram
plotadas em um gréafico versus a concentracdo de CFZ, a fim de se obter a curva analitica que
apresentou um coeficiente de correlagéo significativo, mostrando-se linear na faixa de 30-80 pug/mL
(r = 0,9999). O conteudo de CFZ nas amostras analisadas foi de, 100,39%, e é consistente com 0s
compéndios oficiais 95,0-102,0%. Andlises estatisticas de variancia (ANOVA) foram realizadas e 0s
resultados apresentados apontaram que ndo ha desvios significativos de linearidade e, portanto, o
método é linear.

Tratamentos estatisticos também foram realizados para avaliacdo da precisdo do metodo,
sendo que a precisdo interdia foi avaliada por analise de variancia (ANOVA) e a precisdo
entre-analista foi avaliada teste t de Student. Os resultados igualmente mostraram ndo haver
diferencas significativas entre as analises realizadas em diferentes dias e por diferentes analistas.

Uma anélise de precisdo entre-analista por doseamento também foi considerada e os teores
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encontrados por cada analista foram de 100,12% (analista 1) e 98,49 (analista 2), com DPR entre
eles de 1,17. Além disso, os valores de DPR referente as areas dos picos cromatograficos obtidos
nas analises de precisdo intradia, interdia e entre-analista foram de 0,84%, 0,35% e 1,17%,
respectivamente, sendo estes inferiores ao preconizado na literatura (menor ou igual a 2%), o que
indica a precisdo do método proposto (FDA, 2004; ICH, 2005).

Os valores calculados para o limite de detecgdo (LD) e para o limite de quantificacdo (LQ)
foram de 3,10 e 9,41 pg/mL, respectivamente, e indicam a capacidade do método para detectar e
quantificar com confiabilidade CFZ p0 liofilizado para solucdo injetavel na faixa linear estabelecida.
A exatiddo do método foi comprovada pelo teste de recuperacdo, com uma media de 100,37%.

A robustez foi comprovada por alteracbes dos parametros pré-selecionados para 0 método de
modo isolado que confirmaram a robustez do método (Tabela 43) e simultaneamente pelo modelo
de Plackett-Burman, em que as alteragdes dos parametros analiticos ocorrem simultaneamente
(Tabela 33), que da mesma forma, ndo apresentou nenhum efeito considerado significativo em
comparagdo com o valor calculado utilizando a Equacéo 14.

Método semelhante foi empregado com éxito recentemente por ALESSIO (2012) para
quantificagdo de ceftriaxona sodica, uma cefalosporina de terceira geracdo. Neste trabalho foi
utilizada como fase movel acetonitrila: agua (40:60 v/v), pH 7,0 ajustado com TEA, fase
estacionaria: Symmetry C,g Waters (250 x 4,6 mm) 5 pm e obteve tempo de retengdo de 2,6 min.

Atualmente o desenvolvimento de metodologias cromatogréficas priorizando menor tempo de
anélise e que sejam economicamente vidveis tem ganhado destaque. O método proposto neste
trabalho apresentou um tempo de retencdo adequado para a andlise na industria, além de se obter
uma diminui¢do do consumo de solventes organicos devido a um menor tempo de analise, sempre
tendo a consciéncia da importancia de ndo se gerar grandes quantias de residuos toxicos ao meio
ambiente. O método desenvolvido apresenta uma fase movel simples, em que o uso de solucdo
tampdo foi evitado. Dentre as desvantagens de se utilizar solucdo tamp&o, destacam-se: exigem
preparo prévio a andlise, pois seu armazenamento mesmo sob refrigeracdo pode ocasionar o
aparecimento de fungos; sdo geralmente os responsaveis pelo aumento da pressdo, propiciando
entupimentos que podem comprometer a funcionalidade do equipamento e ainda, danificam as
colunas cromatogréaficas diminuindo seu tempo de vida Util. Estes fatores representam um alto custo
para a industria farmacéutica.

O método cromatografico proposto mostrou-se adequado e vantajoso apresentando

simplicidade, linearidade, precisdo, exatiddo e robustez, limites de deteccdo e de quantificacdo
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satisfatdrios, além de conformidade do sistema, portanto pode ser empregado para a analise
quantitativa de cefazolina de sédica na industria farmacéutica, contribuindo para melhorar o controle

de qualidade e para assegurar a eficacia terapéutica.
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7. ANALISE COMPARATIVA DOS METODOS
Com o objetivo de estabelecer uma comparacdo entre 0s métodos propostos para determinagéo
de CFZ em po liofilizado para solugdo injetavel foi realizada andlise estatistica dos teores médios de

CFZ obtidos pelos diferentes métodos usando anélise de variancia (ANOVA).

7.1 Resultados
Os resultados obtidos na determinacdo quantitativa de CFZ em pé liofilizado para solugéo

injetavel, pelos métodos propostos neste trabalho, encontram-se na Tabela 44.

Tabela 44- Avaliacdo comparativa dos teores médios obtidos nos trés métodos validados usando

espectrofotometria na regido do ultravioleta, doseamento microbiolégico por turbidimetria e CLAE

Métodos

Amostra . g zas
Ultravioleta Turbidimétrico CLAE
1 99,91 100,25 100,29
2 98,95 100,30 100,11
3 98,45 99,66 100,79
Teor médio 99,10 100,07 100,39
DPR? 0,75 0,36 0,35

®DPR= Desvio padrio relativo

A Tabela 45 mostra o resultado de ANOVA calculado, utilizando os valores experimentais

obtidos do teor de CFZ em po liofilizado para solucéo injetavel, a partir dos métodos validados.

Tabela 45- Anélise da variancia dos resultados obtidos no doseamento de CFZ p6 liofilizado para

solucdo injetavel, pelos métodos propostos

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F F
variagao liberdade Quadrados médio calculado tabelado
Tratamentos 2 2,7045 1,3522 5,05 5,14
Residuo 6 1,6052 0,2675
Total 8 4,3098

7.2 Discussao

Os resultados obtidos atraves de ANOVA demonstram ndo haver diferenca significativa entre
0s métodos propostos, para o nivel de significancia de 5%. Desta forma, os métodos validados sdo
equivalentes e adequados para a determinacdo quantitativa do farmaco, ainda que cada método

possua suas proprias caracteristicas, podem ser intercambiaveis. Todos os métodos foram validados
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em relacdo aos parametros estabelecidos em regulamentos oficiais. Os métodos
espectrofotométricos sdo simples, de facil execucdo e de custo reduzido, mas ndo sdo especificos
para determinar e quantificar possiveis produtos de degradacdo na amostra. Os ensaios
microbioldgicos sdo importantes, pois fornecen informacao sobre a poténcia de CFZ pé liofilizado
para solucdo injetavel, devendo ser aplicados em paralelo com métodos fisicos, a fim de assegurar a
eficacia terapéutica de antimicrobianos; entretanto, necessitam de maior tempo de execucdo. O
CLAE é especifico e apropriado para determinacdo de produtos de degradacdo e impurezas. Assim,
0s métodos mostraram ser apropriados para a quantificacdo da cefazolina sédica em amostras de pd
liofilizado para solucéo injetavel, podendo ser usados como alternativas para analises de controle de
qualidade a fim de assegurar a poténcia e a qualidade dos produtos contendo CFZ. Apresentam
ainda, vantagens em relacdo aos métodos oficiais que utilizam como fase mdvel proporcdes de
acetonitrila e solucao fosfato de sédio com &cido citrico, além de maior tempo de retencéo, em torno
de 6,4 a 8 minutos.

Este trabalho vem ressaltar a importancia da validacdo de métodos analiticos para o controle
de qualidade dos medicamentos comercializados, pois dados analiticos confiaveis sdo fundamentais
para a eficacia terapéutica e seguranca destes produtos, evitando que 0s pacientes consumam

medicamentos com a qualidade comprometida.
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8. Discusséo Geral

Neste trabalho varias andlises qualitativas foram realizadas, além do desenvolvimento e
validacdo dos métodos por espectrofotometria na regido do ultravioleta, cromatografia liquida de
alta eficiéncia e ensaio microbioldgico turbidimétrico que foram selecionados para quantificacdo de
CFZ em poé liofilizado para solugdo injetavel. Os métodos escolhidos foram embasados em trabalhos
anteriores realizados para outras cefalosporinas (TOZO, 2007; MORENO, 2007; VIEIRA, 2010;
ALESSIO, 2012). Os vérios trabalhos relacionados exaltam ainda mais a importancia e repercussao
deste estudo na obtencdo de métodos simples, atuais e inovadores.

Os métodos analiticos sdo fundamentais para identificacdo e quantificagdo de CFZ pé
liofilizado para solucdo injetavel. Neste trabalho foi possivel desenvolver e validar métodos
analiticos priorizando a simplicidade de execucdo, tempo de anélise e custo, buscando a obtencao de
métodos aplicaveis ao controle de qualidade de rotina para determinacdo do teor de CFZ pé
liofilizado para solucéo injetavel.

As analises qualitativas permitiram caracterizar o farmaco através de ensaios de ponto de
fusdo, cromatografia em camada delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia,
espectrofotometria nas regides do ultravioleta e infravermelho, que permitiram estabelecer bases
para identificacio de CFZ po liofilizado para solucdo injetdvel e demonstraram resultados
satisfatorios quando comparados com a substancia quimica de referéncia.

Os métodos desenvolvidos e validados por espectrofotometria na regido do ultravioleta, ensaio
turbidimétrico e cromatografia liquida, forneceram resultados precisos, exatos e robustos, pois 0s
parametros de precisdo obtiveram baixos valores de DPR. Na exatiddo, foi possivel recuperar
percentagens proximas a 100% e ndo apresentaram desvio significativo com as variagdes realizadas
nos testes de robustez. Além disso, os métodos apresentaram linearidade com excelentes
coeficientes de correlagdo e limites de deteccdo e de quantificacdo capazes de quantificar o farmaco.

O método microbiolégico mostrou ser capaz de quantificar o farmaco em pé liofilizado para
solucdo injetavel através da sua atividade frente ao micro-organismo utilizado e apresentou
parametros de validagdo adequados para determinagdo de poténcia de CFZ, tendo como uma das
vantagens o menor tempo de realizagdo quando comparado aos métodos por difusdo em agar (tempo
de incubacdo de apenas 4 horas), podendo assim ser mais facilmente aplicavel em controle de

qualidade.
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Os métodos desenvolvidos no presente trabalho foram validados, segundo diretrizes
estabelecidas por 6rgdos nacionais e internacionais, como ICH, 1SO, ANVISA e INMETRO, que
exigem a validacdo de métodos analiticos como um requisito fundamental para assegurar qualidade.
Os resultados encontrados na validagdo estdo de acordo com o preconizado para avaliagdo de
farmacos em produtos farmacéuticos (ISO, 1999; BRASIL, 2003; RIBANI, 2004; ICH 2005;
INMETRO, 2011). Testes estatisticos como analise de variancia (ANOVA) e teste t de Student
foram empregados para melhor avaliacdo dos resultados dos métodos desenvolvidos. A comparagéo
entre 0os métodos desenvolvidos para a determinacdo quantitativa de CFZ foi avaliada
estatisticamente e ndo apresentou diferengas significativas.

Os métodos desenvolvidos e validados no presente trabalho vém corroborar cientificamente,
estabelecendo bases de correlacdo fisico-quimica e bioldgica, que sdo procedimentos importantes
para aprimorar o controle de qualidade na producéo de medicamentos seguros e apropriado para uso

da populacéo.



CONCLUSOES




137
Conclusoes

9. CONCLUSOES

v Nas analises qualitativas, a CFZ foi caracterizada quanto ao seu aspecto fisico; solubilidade;
teor de umidade; faixa de fusdo; pH; cromatografia em camada delgada; espectrofotometria

nas regibes do infravermelho, ultravioleta e por CLAE.

v" Foi desenvolvido e validado um método de analise da CFZ injetavel por espectrofotometria
na regido ultravioleta a 270 nm, utilizando como solvente agua purificada, na faixa de

concentracdo de 8 a 28 pug/mL, que demostrou ser linear, preciso robusto e exato.

v' Foi desenvolvido e validado um método microbioldgico por turbidimetria, capaz de
determinar a poténcia da cefazolina sddica em pd liofilizado para solucéo injetavel frente ao

micro-organismo que foi utilizado e apresentou pardmetros de validagdo adequados.

v Foi desenvolvido e validado um método de andlise da CFZ injetavel por CLAE a 270 nm,
utilizando agua: acetonitrila (60:40 v/v) pH 8 ajustado com TEA como fase mével, na faixa

de concentracdo de 30 a 80 ug/mL. O método demonstrou ser linear, preciso robusto e exato.

v A analise comparativa dos trés métodos quantitativos mostrou que eles sdo apropriados para
a quantificacdo da cefazolina sddica em amostras de pé liofilizado para solucdo injetavel,

podendo ser usados como alternativas para analises do controle de qualidade deste farmaco.

v' Por fim, este trabalho contempla métodos desenvolvidos e validados que além de
estabelecerem bases de correlagdo fisico-quimica e bioldgica contribuem para aprimorar o

controle de qualidade de CFZ em p0 liofilizado para solucéo injetavel.
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10. Trabalhos realizados
Durante o periodo de mestrado, os resultados referentes ao trabalho desenvolvido originaram 9
trabalhos apresentados em congressos nacionais e internacionais e 3 artigos foram submetidos,

sendo um aceito para publicacao.

10.1 Trabalhos apresentados:

10.1.1. PEDROSO, T.M.; SALGADO, H.R.N. Quality control — qualitative tests of cefazolin
sodium. In: 11 International Symposium on Drug Discovery, realizado em outubro de 2011, na

cidade de Araraquara-SP.

10.1.2. PEDROSO, T.M.; SALGADO, H.R.N. UV spectrophotometric profile of cefazolin sodium.
In: 1l International Symposium of Pharmaceutical Sciences, realizado em novembro de 2011, na
cidade de Natal — RN.

10.1.3. PEDROSO, T.M.; SALGADO, H.R.N. A new, safe and easy method of thin-layer
chromatography for cefazolin sodium identification. In: Il International Symposium of

Pharmaceutical Sciences, realizado em novembro de 2011, na cidade de Natal — RN.

10.1.4. PEDROSO, T.M.; SALGADO, H.R.N. Analise qualitativa de cefazolina sédica por
espectrofotometria na regido de infravermelho. In: Congresso Farmacéutico da UNESP, realizado

em agosto de 2012, na cidade de Araraquara — SP.

10.1.5. PEDROSO, T.M.; SALGADO, H.R.N. Stress degradation study on cefazolin sodium power
for injection and development of stability-indicating LC method. In: Simposio Internacional de
Po6s-graduacdo e Pesquisa - SINPOSPq, realizado em setembro de 2012, na cidade de Ribeirdo
Preto - SP.

10.1.6. PEDROSO, T.M.; SALGADO, H.R.N. Development of stability-indicating thin layer
chromatography to evaluation of cefazolin sodium powder for injection. In: XIV Congresso
Latino-Americano de Cromatografia e Técnicas Relacionadas - COLACRO, realizado em

outubro de 2012, na cidade de Floriandpolis - SC.



140
Trabalhos realizados

10.1.7. PEDROSO, T.M.; SALGADO, H.R.N. Development and validation of a liquid
chromatography method for the determination of cefazolin sodium in pharmaceutical product. In:
XIV Congresso Latino-Americano de Cromatografia e Técnicas Relacionadas - COLACRO,

realizado em outubro de 2012, na cidade de Floriandpolis — SC.

10.1.8. PEDROSO, T.M.; SALGADO, H.R.N. Development and validation of a turbidimetric
bioassay to determine the potency of cefazolin sodium for injection. In: XXI Congresso Latino
Americano de Microbiologia - ALAM, realizado em outubro de 2012, na cidade de Santos — SP.
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