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RESUMO

A ceftriaxona sédica € um agente antimicrobiano B-lactamico de uso parenteral,
pertencente ao grupo das cefalosporinas de terceira geragédo. Foi produzida pelo
Laboratorio Roche, Suica, sob a sigla RO 13-9904. Possui maior atividade contra
bacilos Gram—negativos aerébios e é utilizada no tratamento de escolha de meningite
causada por bactérias Gram-negativas e outras multi-resistentes da familia
Enterobacteraceae, ndo é absorvida por via oral, apresenta meia-vida de 7-8 horas e
pode ser injetada a cada 24 horas. A ceftriaxona sodica, assim como outras
cefalosporinas, age inibindo a sintese de parede celular bacteriana é altamente estavel
a maioria das B-lactamases, tanto cefalosporinases quanto penicilinases destes micro-
organismos. Apesar de ser uma substancia altamente estudada e pesquisada com
relacio a sua atividade antimicrobiana, farmacocinética, farmacodinanica,
estabilidade, métodos analiticos em fluidos biol6gicos, ha poucos estudos na literatura
em relacdo ao desenvolvimento de metodologia analitica para quantificacdo desta
cefalosporina, po para preparacdo injetavel. Neste trabalho foram desenvolvidos
métodos para analise qualitativa e quantitativa do pé de ceftriaxona sodica para
preparacfes injetaveis. Para andlise qualitativa estudaram-se os métodos por
espectrofotometria nas regibes do infravermelho e ultravioleta, e cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE), possibilitando a identificagcdo da amostra. Para quantificacao
do farmaco em preparacao injetavel validaram-se os métodos: (1) espectrofotometria
na regido do UV a 241 nm com faixa de concentracdo 10,0 a 20,0 pyg/mL, utilizando
agua como solvente, com exatiddo de 101,28% e teor de 100,38%; (2) doseamento
microbiolégico, método de difusdo em agar na faixa de concentracdo de 15,0 a 60,0
po/mL, utilizando Bacillus subtilis ATCC 9371 IAL 1027, com exatidao de 100,53% e
teor de 98,33%; (3) cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV a 241 nm,
utilizando acetonitrila:agua (40:60) pH 7,0 ajustado com trietilamina como fase mével,
faixa de concentracdo de 8,0 a 20,0 yg/mL, vazéo de 0,6 mL/min, com exatiddo de
100,43% e teor de 98,57% e tempo médio de retencédo de 2,5 minutos. Os métodos
desenvolvidos ndo apresentaram diferenca estatistica para nivel de significancia de
5%, portanto, os métodos propostos demonstraram ser equivalentes.

Palavras-chave: ceftriaxona sédica, métodos analiticos, controle de qualidade,

ensaio microbiolbgico, espectrofotometria, CLAE, validacédo



ABSTRACT

Ceftriaxone sodium is a B-lactam antimicrobial agent for parenteral use, belonging
to the group of third-generation cephalosporins. It was produced by Roche,
Switzerland, under the code RO 13-9904. It has greater activity against Gram-
negative aerobic and is used in the treatment of choice for meningitis caused by
Gram-negative bacteria and other multi-resistant Enterobacteraceae family, is not
absorbed orally, has a half-life of 7-8 hours and can be injected every 24 hours.
Ceftriaxone sodium, such as other cephalosporins, acts by inhibiting cell wall
synthesis is highly stable to most [-lactamases, both penicilinase and
cephalosporinases from these microorganisms. Despite being a substance is highly
studied and researched in relation to its antimicrobial activity, pharmacokinetics,
pharmacodinamics, stability, analytical methods in biological fluids, there are few
studies in the literature regarding the development of analytical methodology for this
order cephalosporins analysis time, cost, feasibility and ease of implementation of
the method. In this work we developed methods for qualitative and quantitative
analysis for ceftriaxone sodium. For qualitative analysis spectrophotometry in the
infrared and ultraviolet regions and high performance liquid chromatography (HPLC)
were studied to enabling the identification of the sample. Three methods were
validated to quantitative ceftriaxone sodium: (1) UV spectrophotometry at 241 nm
with a concentration range from 10.0 to 20.0 pg/mL using water as solvent, with an
accuracy of 101.28% and content of 100.38%, (2) microbiological assay, agar
diffusion method in the concentration range from 15.0 to 60.0 pg/mL from Bacillus
subtilis ATCC 9371 ITB 1027, with 100.53% accuracy and content of 98.33%, (3)
high efficiency liquid chromatography with UV detection at 241 nm using
acetonitrile: water (40:60) pH 7.0 adjusted with trietylamine as mobile phase,
concentration range 8.0 to 20,0 pg/mL, flow rate 0.6 mL/min, with 100.43%
accuracy and potency of 98.57% and mean retention time of 2.5 minutes. The

developed methods showed no statistical difference for significance level of 5%.

Keywords: ceftriaxone sodium, analytical methods, quality control, microbiological

assay, spectrophotometry, HPLC, validation
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1. Introducao

O aparecimento de muitas doencas infecciosas principalmente de
origem bacteriana, mediante as circunstancias durante o periodo da Segunda
Guerra Mundial, estimulou o desenvolvimento e a busca de novos farmacos
antimicrobianos para o controle destas doencas. Estes e outros fatores levaram ao
surgimento de inumeros farmacos (EL-SHABOURY et al., 2007).

As doencas infecciosas sao responsaveis por altas taxas de mortalidade
e morbidade em muitos paises e tém sido alvo de inUmeras pesquisas por
atingirem grandes contingentes populacionais, além de representarem elevados
custos sociais e econémicos (JONES & VARNAM, 2002).

Na medicina existem varios grupos de antimicrobianos, dentre eles ha
um importante grupo que se destaca por sua eficacia no tratamento de infec¢des
causadas pela maioria dos cocos Gram-positivos e Gram-negativos, que sdo as
cefalosporinas (SALEH et al., 2009).

No Brasil, segundo o0 Ministério da Saude, as cefalosporinas
representam 0 maior numero de inovagbes no tratamento antimicrobiano
(PICHICHERO & CASEY, 2007; JONES et al., 2007). Representam, sem duvida,
um importante e crescente grupo de antibiéticos na medicina atual, visto que esta
classe de antimicrobianos esta entre as mais seguras (PEHOURCQ & JARRY,
1998).

As cefalosporinas sdo agentes antimicrobianos B-lactamicos classicos
que apresentam as mesmas caracteristicas estruturais das penicilinas; séo
utilizadas no tratamento de diversas infeccbes como faringites, otites, infeccoes
urinarias, de pele, de 0ssos, pneumonia, meningites e septicemia (SILVA, 2006).

Dentre as cefalosporinas, a ceftriaxona sodica tem destacado no
mercado nacional, principalmente no ambito hospitalar. E um agente
antimicrobiano [-lactamico de uso parenteral, pertencente ao grupo das
cefalosporinas de terceira geragao, produzida pelo Laboratério Roche, Suica, sob a
sigla RO 13-9904. Possui maior atividade contra bacilos Gram-negativos aerobios,
utilizada no tratamento de escolha de meningite causada por bactérias Gram-—
negativas e outras multi-resistentes da familia Enterobacteraceae (TAVARES,
1996; SALEM & SALEH, 2002; SILVA, 2006; SALEH et al., 2009).
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A ceftriaxona sodica é uma substancia altamente estudada e
pesquisada com relagdo a sua atividade antimicrobiana, farmacodinamica,
farmacocinética (IIDA et al., 2009; LEVISON & LEVISION, 2009; FUKOMOTO et
al., 2009; ORDONEZ et al., 2009; KOOMANACHI et al., 2010; HARB et al., 2010)
estudos de estabilidade, métodos analiticos propostos em fluidos bioldgicos e
preparacdes farmacéuticas como a cromatografia liquida de alta eficiéncia vem
sendo realizados no grupo da cefalosporinas (PEHOURCQ & JARRY, 1998; TOZO
& SALGADO, 2006; MORENO & SALGADO, 2008; NEMUTLU & KIR, 2008; LIU &
QIU, 2002; HIREMANTH & MRUTHYUNJAYASWAMY, 2009; NEMUTLU et al.,
2009; MCWHINNEY et al., 2010), espectrofotometria, voltametria (AL-MOMANI,
2001; AMIN & RAGAB, 2004; SANKAR et al., 2006; EL-SHABOURY et al., 2007;
PASHA & NARAYANA, 2008; EL-SHABOURY et al., 2009). O método
microbiolégico provou ser um procedimento analitico extremamente importante
para analise de quantificagdo de farmacos antimicrobianos, por causa de sua
especificidade e sensibilidade (MARONTA & SCAAPORAL, 1998; GOMES &
SALGADO, 2006; SALGADO & LOPES & LUCCHESI, 2006; TOZO & SALGADO,
2007; MORENO & SALGADO, 2007; CAZEDEY & SALGADO, 2011).

No entanto, ha poucos métodos de analise padronizados para este
farmaco a ceftriaxona sodica em po para solucdes injetaveis em compéndios
oficiais. Na Farmacopeia Portuguesa (2005), British Pharmacopoeia (2010),
Farmacopeia Européia (2011), USP 33 (2010) e O'NEIL (2006) existem apenas
descritos métodos utilizando as técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia
utiizando uma fase movel complexa e de alto custo, técnicas tradicionais de
analises de pH, ponto de fusédo e solubilidade. Portanto, pesquisas envolvendo
métodos analiticos sdo essencialmente importantes e altamente relevantes para
analises na industria farmacéutica e para garantir a qualidade e a estabilidade do
produto farmacéutico comercializado.

Tendo em vista a importancia das cefalosporinas em geral e
particularmente da ceftriaxona sédica po6 liofilizado para solucdo injetavel,
desenvolver novas técnicas analiticas para o controle de qualidade é fundamental e
importante para garantir a seguranca, a qualidade e a eficacia terapéutica deste
medicamento ja comercializado no mercado, representando, desta forma, uma

contribui¢do significativa para a area de medicamentos.
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O presente trabalho tem como objetivos gerais o desenvolvimento e a
validacdo de métodos analiticos para a quantificacdo de ceftriaxona sodica em po
liofilizado para preparacdes injetaveis.

Dentre os objetivos especificos, destaca-se:

1- Realizagdo de andlises qualitativas de amostra de ceftriaxona sodica em po
liofilizado para preparacdes injetaveis pelas técnicas tradicionais de controle de

qualidade:

- caracteristicas organolépticas;

- solubilidade;

- faixa de fuséo;

- umidade;

- espectrofotometria na regido do ultravioleta (UV)

- espectrofotometria na regido do infravermelho (V)

2- Desenvolvimento e validacido de método de analise de ceftriaxona sodica em p6
liofilizado por de espectrofotometria na regido de ultravioleta.

3- Desenvolvimento e validacdo de método de analise microbiologico de

ceftriaxona sddica em po liofilizado por do método difusdo em agar.

4

Desenvolvimento e validacdo de método de analise de ceftriaxona sédica em po

liofilizado por de cromatografia liquida de alta eficiéncia.

(&)
1

Realizacdo da comparacao dos métodos validados.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cefalosporinas

As cefalosporinas foram descobertas no periodo da Segunda Guerra
Mundial mediante as exigéncias de encontrar novos antibioticos para controlar o
surgimento de doencas infecciosas. Este grupo tem estrita relacdo com as
penicilinas, pois apresenta as mesmas caracteristicas estruturais das penicilinas
(EL-SHABOURY et al., 2007).

O Cephalosporium acremonium, a primeira fonte de cefalosporinas, foi
descoberto por acaso pelo professor Giuseppe Brotzu, no mar proximo a uma
saida de esgoto na costa de Sardenha. Sua ideia de produzir antibiéticos atraves
de fungos deu origem a esta classe de antimicrobianos chamada cefalosporinas.
Notou-se que este fungo Cephalosporium acremonium produziu trés diferentes
antibioticos ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que foram
denominados cefalosporinas P, N e C. Com o isolamento do nucleo ativo da
cefalosporina C, o acido 7-aminocefalosporanico, e com o acréscimo de cadeias
laterais, tornou-se possivel produzir compostos semi-sintéticos com atividade
antibacteriana muito maior que a da substancia original (BRUNTON, L.L., 2010;
HADLEY & FRITSCHE, 2007; EL-SHABOURY et al, 2007; OMAR &
ABDELMAGEED & ATTIA, 2009).

A estrutura quimica das cefalosporinas esté representada na Figura 1.

OO0

Figura 1: Modelo estrutural das cefalosporinas.

Patricia Vidal de Aléssio



26

A maioria das cefalosporinas é encontrada na forma de sais
hidrossoluveis ou anféteros; sendo apenas a cefalosporina C encontrada na
natureza. Com o decorrer do tempo, descobriu-se o acido 7-aminocefalosporanico
(7-ACA), que é produto da hidrélise da cefalosporina C, considerado estavel em
acido diluido e resistente a penicilinase (KOROLKOVAS, 1988; AL-MOMANI, 2001;
PASHA & NARAYANA, 2008).

A presenca do radical aminotiazolilacetil ligado a cadeia lateral do
carbono 7 do acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA) confere ao antimicrobiano
aumento de sua atividade antibacteriana e estabilidade as B-lactamases
(TAVARES, 1996).

Mediante o avanco no desenvolvimento da classe das cefalosporinas,
fez-se necessario estabelecer uma classificacdo de acordo com caracteristicas
gerais da atividade antimicrobiana e de acordo com o desenvolvimento e ordem do
espectro de acgéo, sendo entdo classificadas até o presente momento em quatro
geracoes (SILVA, 2006).

As cefalosporinas de primeira geragdo sao representadas pela
cefalotina, cefapirina, cefazolina, cefradina e cefadroxil; por ser a geracdo mais
antiga de cefalosporinas tém melhor eficdcia sobre bactérias Gram-positivas do
que as geracfes “novas”. Sua atividade contra bactérias Gram-negativas é
relativamente moderada. S&o mais indicadas para infeccdes de pele e tecidos
moles (BRUNTON, L.L., 2010).

As cefalosporinas de segunda geracdo sao representadas por
cefamandol, cefoxitina, cefaclor, ceftriaxona, cefonicida, ceforanida; apresenta um
espectro mais amplo, sua atividade € melhorada contra as bactérias Gram-
negativas. As de administracdo oral sdo muito utilizadas em infec¢des urinarias
(BRUNTON, L.L., 2010).

As cefalosporinas de terceira geracao, representadas pela cefotaxima,
moxalactama, ceftizoxima, ceftriaxona sédica, cefoperazona, em geral, s&o menos
ativas que as de primeira geracdo contra 0os cocos Gram-positivos, porém s&o
muito mais ativos contras as enterobactérias, incluindo cepas produtoras de [-
lactamase. Sao consideradas para tratamento de escolha no caso de infeccdes
graves causadas por Klebsiella, Enterobacter, Proteus, Providencia, Serratia e

Haemophillus.
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As cefalosporinas de quarta geracéo séo representadas pela cefepima e
a cefpiroma, apresentam sua atividade ampliada quando comparadas as
cefalosporinas de terceira geracdo e possuem maior estabilidade a hidrélise por (-
lactamase mediadas por plasmideos e cromossomos. Apresentam como vantagem
a menor frequéncia de doses necessarias a manutencdo de niveis séricos
terapéuticos, utilizadas no tratamento empirico de infec¢Bes hospitalares, pois
antecede uma resisténcia a antimicrobianos, devido a B-lactamases de espectro
ampliado ou B-lactamases induzidas por cromossomos (AMIN & RAGAB, 2004;
BRUNTON, L.L., 2010).

A resisténcia das cefalosporinas pode estar relacionada a trés
mecanismos, primeiro, alteracdo da permeabilidade da parede celular pelos micro-
organismos, como por exemplo, Pseudomonas aeruginosa e algumas
Enterobactericeae, podem causar alteragdes nas fungdes ou no niumero de canais
de porina causando assim a reducao da permeabilidade da parede celular a varias
cefalosporinas (LIVERMORE, 2005).

Segundo, por meio de mutagcdes nas proteinas de ligacdo que séo alvos
das cefalosporinas, de modo que os antibiéticos ligam-se com menor afinidade, isto
acontece em algumas espécies de Streptococcus pneumoniae, Haemophyllus
influenzae, Neisseria gonorrhoeae e em Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MOELLERING & SENTOCHNIK, 1998).

Terceiro, sendo este 0 mecanismo mais importante, consiste na
producdo de B-lactamase, enzimas que hidrolisam o anel B-lactamico, inativando
assim a cefalosporina. As cefalosporinas apresentam sensibilidade variavel com
relacdo as B-lactamases. Entre os agentes de primeira geracdo, a cefazolina é
mais sensivel a hidrdlise pela B-lactamase do S. aureus do que a cefalotina. A
cefoxitina, a ceftriaxona sédica e as cefalosporinas de segunda gera¢do sao mais
resistentes a hidrolise pelas p-lactamases produzidas por bactérias Gram-negativas
do que as de primeira geracdo. As cefalosporinas de terceira geracao, entre elas a
ceftazidima e cefoperazona, sdo sensiveis a hidrélise por B-lactamases induziveis e
codificadas por cromossomos (tipo I). As cefalosporinas de quarta geragéo, como a
cefepima, sdo indutoras fracas das B-lactamases do tipo | e sGo menos sensiveis a
hidrolise por B-lactamases do tipo | do que os agentes de terceira geracdo (JONES
& VARNAM, 2002; SAMANIDOU et al., 2003; KIMURA et al., 2004; BRUNTON,
L.L., 2010; KIRATISIN et al., 2007).
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As cefalosporinas sédo bactericidas, ou seja, apresentam a capacidade
de matar as bactérias sensiveis, para isso é necessario que o antimicrobiano
penetre na parede celular externa do micro-organismo e ligue-se as proteinas
ligadas a penicilina e permaneca estavel a B-lactamase (AMERICAN MEDICAL
ASSOCIATION, 1992).

A excrecdo das cefalosporinas ocorre primariamente pelos rins;
portanto, em casos de pacientes com insuficiéncia renal, € preciso acompanhar a
dose a ser prescrita, sendo preciso modificar a posologia nestes pacientes. Os
niveis séricos obtidos apos administracao parenteral sdo elevados e prolongados.
Concentragdes terapeuticamente ativas sado detectadas no soro, 8 a 12 horas apos
a administracao intramuscular ou endovenosa (SILVA, 2006; EL-SHABOURY et al.,
2007; OMAR & ABDELMAGEED & ATTIA, 2009; HIREMANTH &
MRUTHYUNJAYASWAMY, 2009).

Em geral, o perfil de seguranca ao uso de cefalosporinas € excelente.
Os efeitos colaterais mais comuns sao gastrointestinais, erupcdes cutaneas
urticarias, reacdes de hipersensibilidade e a dor associada a injecdes
intramusculares. Para isso, pode-se adicionar lidocaina que reduz este desconforto
provocado (MARSHALL & BLAIR, 1999; KARCHMER, 2000; SILVA, 2006).

3.2 Ceftriaxona sodica

Ceftriaxona sddica é um antimicrobiano B-lactamico que foi sintetizado
usando 7-amino-acido cefalosporinico (7-ACA) como precursor. Este composto foi
sintetizado com adicdo de uma molécula de acil na posicdo 7-amino e o
deslocamento do grupo acetoxi por heterociclicos tio-substituinte na posicdo 3-
metil. Posteriormente, a substituicdo, do grupo R-alquil foi determinada pela adigéo
de 6-hidroxi-2-metil-5-oxiastriazina-3tiol, enquanto o grupo RO-alquil foi substituido
com o0 grupo 2-(2-amino-4-tiazolil)-2-amino- [(Z)-metoxilamino]-acetil para
completar a sintese de ceftriaxona sédica (OWENS & DASH, 2003). O modelo da

sintese da ceftriaxona sddica é ilustrado no esquema 1.

Patricia Vidal de Aléssio



29

Esquema 1: Modelo de sintese da ceftriaxona sodica.
Fonte: Owens & Dash, 2003.

A férmula empirica da ceftriaxona sodica € CigH16NgNa,07S3, 3 %2 H,0,
com peso molecular de 662 g/mol, pka=3,0 (COOH), pka=3,2 (NH3+) e pka=4,1
(OH endlico) descrito em cédigos oficiais como Farmacopeia Portuguesa (2005),
British Pharmacopoeia (2010), Farmacopeia Europeia (2011), USP 33 (2010) e
O'NEIL (2006). Seu aspecto € um poO cristalino, quase branco a amarelado,
ligeiramente higroscépico, apresenta muita solubilidade na &agua, ligeiramente
solavel no metanol e muito pouco solavel no etanol. Deve ser conservada em
recipiente estéril hermético e de fecho inviolavel (USP 33, 2010). A estrutura

quimica da ceftriaxona sodica esta representada na Figura 2.

NH.
S)\
O MNa+

CH3,‘_‘ '_’_.
_C'D NH];[/
CH"/ “35H,0

OCH,
COO — Na+

Figura 2. Estrutura quimica da ceftriaxona sédica (CAS 104376-79-6).
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E comercializada no Brasil na forma de p6 para solucéo injetavel com o
nome de Rocefin® pelo laboratério Roche; Ceftriaxona sédica genérica, pelos
Laboratorios Sandoz, Eurofarma, EMS, Aurobindo Pharma, ABL - antibioticos;
Amplosec® pelo Laboratério Biochimico, Keftron® pelo Laboratério ABL -
antibiéticos Triaxin® pelo Laboratério Eurofarma, Triaxon® pelo Laboratério Teuto,
Triaxton® pelo Laboratério Ariston e Trioxina® pelo Laboratério Unido Quimica
(GUIA REMEDIOS, 2008; GUIA REMEDIOS, 20009).

E indicada para caso de peritonites, infeccdes do trato gastrintestinal e
biliar, infeccbes Osseas, articulares, tecidos moles, pele e feridas, infecgcbes em
imunodeprimidos (sendo neste caso, usado uma associacdo com aminoglicosideo)
infeccbes renais e do trato urinario, infeccbes respiratérias, particularmente
pneumonia e infeccbes otorrinolaringolégicas, infec¢cdes genitais, incluindo
gonorreia, profilaxia de infec¢bes pos-operatorias (DEF, 2006; DEF, 2007; BRASIL,
2007).

A ceftriaxona sodica pode ser administrada via parenteral, uma vez que
nao é absorvida por via oral; apresenta meia-vida de 7-8 horas e pode ser injetada
a cada 24 horas, numa dose de 15-50 mg/kg/dia. A dose de 1 g diaria é suficiente
para a maioria das infeccdes graves e recomenda-se a administracdo de 4 g uma
vez ao dia no tratamento de meningite. Penetra nos liquidos corporais e tecidos de
modo satisfatorio; atinge niveis no liquido cefalorraquidiano suficientes para inibir a
maioria dos patogenos, exceto a Pseudomonas; € mais ativa contra cepas de
pneumococos resistentes a penicilina. Sua excregcdo ocorre principalmente atraves
do trato biliar, o qual ndo ha necessidade de ajuste posologico na insuficiéncia
renal (TAVARES, 1996; KATZUNG, 2005/2006; HIREMANTH,;
MRUTHYUNJAYASWAMY, 2009).

As principais vantagens terapéuticas de ceftriaxona sddica,
compreendem em 0s pacientes poder receber em casa a dose Unica diaria do
antimicrobiano através da via intravenosa. As concentracdes de ceftriaxona sodica
no liquido cefalorraquidiano no tratamento de meningite bacteriana aguda em
criangas, com dose recomendada de duas vezes ao dia, s&o muito mais elevados
do que a sua concentracdo inibitéria minima (CIM) para H. influenzae. No entanto,
a ceftriaxona sodica ndo tem atividade contra Listeria. Assim sendo, ¢€ ineficaz na
populacdo de recém-nascidos com meningite causada por este micro-organismo
(OWENS & DASH, 2003).
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Sua atividade bactericida ocorre devido a inibicdo da sintese de parede
celular. A ceftriaxona sédica € altamente estavel a maioria das 3-lactamases, tanto
cefalosporinases quanto penicilinases desses micro-organismos; possui acao
sinérgica com os aminoglicosideos. A ceftriaxona sédica apresenta reacdes
adversas de hipersensibilidade, eventual superinfeccdo, e ainda pode ocorrer
precipitacdo sob a forma de calcio-ceftriaxona sédica, na vesicula biliar, sendo esta
deposicao transitéria (TAVARES, 1996; KATZUNG, 2006).

De acordo com Grahame-Smith & Aronson (2004) e Silva (2006) a
interacdo medicamentosa descrita é a nefrotoxicidade ap0s uso concomitante com
antimicrobianos aminoglicosideos ou diuréticos potentes como a furosemida e
também pelo &cido etacrinico. A ceftriaxona sodica apresenta tambéem
incompatibilidade quimica com solucfes contendo calcio. Portanto, ndo deve fazer
uso concomitantemente com tais solugbes e ainda o uso da ceftriaxona sédica
juntamente com a fenitoina provoca aumento da concentracao de fenitoina livre por
desloca-la da ligacdo as proteinas plasmaticas (SEIZI, BASILE & CARVALHO
2002).

Portanto, os antimicrobianos compdem uma porcentagem significativa
de medicamentos no que diz respeito aos cuidados com a saude (NUNES, 2006).
O desenvolvimento de novas metodologias para melhorar o controle de qualidade
destes medicamentos é de fundamental importancia para aperfeicoar a utilizacédo

de novos antimicrobianos.

3.3 Controle de Qualidade

Qualidade pode ser definida de maneira bem simples como um conjunto
de atributos que se deseja para um determinado produto. Entretanto, a satisfagéo
das expectativas dos clientes e o cumprimento dos aspectos técnicos sdo dois
fatores determinantes neste conceito (WHO, 2003).

A aplicabilidade deste conceito para farmacos, segundo o ICH
(International Conference on Harmonization, 2005) inclui: “A conformidade de uma
substancia ou produto deve estar de acordo com seu uso pretendido”. Este termo
inclui atributos como identidade, pureza e caracterizacao (FDA, 1999).

O controle de qualidade tem objetivo de verificar se 0 produto esta em
conformidade com as especificagbes farmacopeicas. A nao-conformidade
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representa um somatorio de atribuicdes para a empresa que podem resultar, além
dos prejuizos decorrentes do retrabalho, a perda de credibilidade e até a cassacéo
da licenca de funcionamento e do registro do produto. Para o paciente, a falta de
qualidade do medicamento ocasiona sérios transtornos com o comprometimento da
sua saude (PEIXOTO Jr. et al., 2005).

Com a evolugdo industrial, tornou-se necessario a introdugdo de
qualidade nos processos das rotinas de trabalho sob a forma de inspecdes sobre
determinados produtos. Apos a Segunda Guerra Mundial, surgiram os graficos de
controle e amostragem estatistica, que tiveram grande aplicacdo na industria
farmacéutica entre os anos 1930 e 1950 (PINTO & KANEKO & PINTO, 2010).

Na década de 1960, surgiram sistemas importantes de controle de
qualidade, dentre eles o PDCA, a estratégia “benchmarking”, a metodologia dos
seis sigma, o “Just in Time” (JIT), o “Material Requirements Planning” (MPR), 0
“Optimized Production Technology” (OPT), o “brainstorming”, o diagrama de
Ishikawa, o plano de acdo 5W2H, as folhas de verificacdo, incluindo as Boas
Praticas de Fabricagdo, o Controle de Qualidade Total e a ferramenta 5S: seiri
(utilizacédo), seiso (limpeza), seiton (organizacdo), seiketsu (asseio) e shitsuke
(disciplina) (RIBEIRO, 2006; REBSAMEN, 2010).

No fim dos anos 1970, surge o termo denominado Garantia da
Qualidade, atividade de prover toda e qualquer evidéncia essencial afim de que a
funcdo qualidade esteja ocorrendo de maneira adequada (JURAN, 1990).

Os conceitos de qualidade anteriores nunca foram invalidados, sempre
foram aprimorados, no entanto, surge na década de 1980 uma denominada norma
sistémica para a qualidade, sistemas que envolvem certificacbes em normas
internacionais, respaldados em normas ISO (International Standard Organization),
particularmente a série 9000 que permanecem até os nossos dias. Esta teve uma
excepcional influéncia, fazendo com que a “Food Drug Administration” (FDA)
realizasse um trabalho de compatibilizacdo entre o seu tradicional sistema de
“Good Manufacturing Practices” (GMP) e a ISO 9000. As necessarias atualizacfes
se fazem imprescindiveis, assim é usual a sigla cGMP (“current Good
Manufacturing Practices”), cujo indicativo de atual (“Current”), expressa a constante
revisdo do sistema (MARANHAO, 2006).

O modelo internacional 1ISO apresenta como objetivo promover, no

mundo, o desenvolvimento da normalizacdo e atividades relacionadas com a
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intencdo de facilitar o intercambio internacional de bens e de servigos e para
desenvolver a cooperacdo nas esferas intelectual, cientifica, tecnoldgica e
econdmica. Quando usado um sistema de qualidade, os resultados obtidos do
desempenho e eficacia do processo correspondem em melhoria, além de ser
baseado em medi¢cdes objetivas (ROCHA et al., 2008; PINTO & KANEKO &
PINTO, 2010).

A qualidade de um produto pode ser considerada como um conjunto de
caracteristicas e propriedades que o tornam satisfatorio para o atendimento as
necessidades dos consumidores. Em vista disso, a avaliacdo da qualidade dos
medicamentos na industria farmacéutica representa uma etapa indispensavel para
a sua comercializacdo em condi¢cdes adequadas, portanto o controle de qualidade
garante a confiabilidade do produto (PEIXOTO Jr. et al., 2005).

O sucesso de gqualquer terapéutica a fim de restabelecer a saude do
paciente sempre sera dependente da qualidade do medicamento. Tendo em vista
este pensamento, tornam-se indispensaveis estabelecer padrbes ou niveis de
qualidade idealizados para cada produto, cujo modelo deve ser atingido em cada
lote produzido, de forma que o profissional, ao prescrever uma medicacao e,
sobretudo o proprio paciente tenha seguranga quanto ao seu efeito (ROCHA et al.,
2008). O controle de qualidade dentro de uma empresa participa de todos os
setores, ou seja, 0 pessoal, 0s recursos e instalacdes visando sempre a qualidade
final de seu produto. Portanto, para que o controle de qualidade possa ter éxito, em
suas atividades, todos colaboradores devem estar em adequabilidade a sua
funcao.

O controle de qualidade envolve diversos setores entre eles séo:

» Etapa de fabricagéo

- matéria-prima
- insumos farmacéuticos
» Controle do processo
- controle microbiol6gico
- controle fisico-quimico
- sanitizacado ambiental
- procedimentos para o trabalho
- equipamentos de producao

- matérias-primas
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» Producéo
- matérias-primas
- processo
- materiais de acondicionamento
- materiais de embalagens
- controle do produto
- durante operacao de embalagem
- procedimentos gerais
» Produtos terminados
» Auditoria
» Métodos analiticos
> Especificacdes
» Cadastro de equipamentos
» Boletim analitico
» Aspectos legais (PINTO & KANEKO & PINTO, 2010)

Inimeros sdo os relatos de falhas no controle de qualidade de
medicamentos, quer nos aspectos fisico-quimicos, quer no controle biolégico, com
prejuizos incalculaveis a populacdo, portanto o Controle de Qualidade é aspecto
fundamental na Industria Farmacéutica, além disso, a qualidade e a eficacia dos
medicamentos sdo, cada vez mais, motivo de preocupacdo de milhares de
pesquisas realizadas mundialmente, sobretudo com relacdo ao controle de
qualidade. Mediante a estas razdes, é de grande relevancia o desenvolvimento de
meétodos analiticos eficazes e confidveis para o controle de qualidade dos

medicamentos comercializados (LA ROCA et al., 2007).

3.4 Validacao

O primeiro registro que se tem do uso oficial do termo validacao,
encontra-se nas “Good Manufacturing Practices” - GMPs, as quais foram
publicadas na Food and Drug Administration (FDA) em 1978. Porém, somente em
1980 recebeu a seguinte definicdo: “Validacdo é o estabelecimento da evidéncia
documentada de que o desenvolvimento de um processo especifica e permite
cumprir com o objetivo para o qual foi desenhado” (MORETTO & SHIB, 2000).
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Atualmente, a validacdo de métodos analiticos € uma exigéncia legal
para as agéncias, farmacopeias e comissdes reguladoras, que fornece resultados
de confianca e seguranca de tal analise (ICH, 2005; CECMED, 2007).

A norma ABNT NBR ISO/IEC 9000 define o termo validagéo:
“comprovacao, atraves do fornecimento de evidéncia objetiva, de que os requisitos
para uma aplicacdo ou uso especificos pretendidos foram atendidos.” (INMETRO,
2007).

A validacdo € um processo de realizacfes experimentais necessarias
para estabelecer evidéncia documentada com o objetivo de atingir alto grau de
seguranca que um especifico processo ou equipamento demonstre desempenho
consistente em suas especificacbes e atributos de qualidade (BRASIL, 2003a).

A validacdo de metodologia analitica tem por objetivo demonstrar que o
método é apropriado para a finalidade pretendida, ou seja, a determinagéo
qualitativa, semi-quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substancias em
produtos farmacéuticos. Deve garantir, por meio de estudos experimentais, que 0
método atenda as exigéncias das aplicagcbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade e exatiddo, adequados a analise
(BRASIL, 2003a).

Para garantir a qualidade analitica dos resultados obtidos, todos os
equipamentos utilizados na validagdo devem estar devidamente calibrados e o0s
analistas devem ser qualificados e adequadamente treinados. Nenhum dos
objetivos dos ensaios sera devidamente alcancado se o teste ndo for confiavel e
apresentar, no minimo, precisdo, exatiddo e repetitividade dos resultados. O
conhecimento dos fatores que afetam 0s ensaios e seu controle favorece a
obtencao de resultados reprodutiveis (RILEY & ROSANSKE, 1996; FDA, 1999).

Para validar uma nova técnica, um requisito € a realizacdo de um
conjunto de testes, que visam o0s parametros de precisdo e exatidao,
especificidade, limite de deteccgéo, limite de quantificacdo e faixa de linearidade,
podendo ser exigidos ou ndo de acordo com as caracteristicas do teste (FDA,
1999; BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2007).

Os testes a serem realizados sao classificados em quatro categorias

conforme especificado na Tabela 1:
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Tabela 1. Classificacao dos testes, segundo sua finalidade

Categoria Finalidade do teste
» Testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos
I farmacéuticos ou matérias—primas

» Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacéo de impurezas e
Il produtos de degradacdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas

» Testes de performance (por exemplo: dissolugéo, liberacéo do ativo)

» Testes de identificacéo

Fonte: BRASIL, 2003a.

Para cada tipo de metodologia analitica a ser desenvolvida (categoria),

um conjunto de testes é exigido de acordo com a Tabela 2:

Tabela 2. Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua
finalidade

Categoria Il Categoria Categoria
Parametro Categoria | o Ensaio 9 9
Quantitativo limi 1 \Y]
imite
> E ificidad
spectiicicade Sim Sim Sim * Sim
> Linearidade . .
Sim Sim Nao * Nao
> Intervalo . .
v Sim Sim * * Nao
> Precisdo Repetibilidade Sim Sim N&o Sim N&o
Intermediaria *x *x Nao *x Nao
» Limite de deteccéo .
¢ Nao Nao Sim * Nao
> Limite de quantificacao . - ~
q ¢ Nao Sim Nao * Nao
> Exatidao . . ~
Sim Sim * * Nao
> Robustez . . .
Sim Sim Sim Nao Nao

*pode ser necessério, dependendo da natureza do teste especifico.

**se houver comprovagdo da reprodutibilidade ndo é necessaria a comprovacdo da
precisdo Intermediéria.

Fonte: BRASIL, 2003a

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicagbes analiticas, assegurando a

confiabilidade dos resultados.
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4. DESCRICAO

Nome genérico: Ceftriaxona sddica (CAS 104376-79-6)

Nome quimico: (6R, 7R)-7-[[(Z)-(2-Aminotiazol-4-il)(metoxiimino)- acetillamino]-3-
[[(2-metil-5-0x0-6-0xid0-2,5-di-hidro-1,2,4-triazina-3-il)sulfaniljmetil]-8-oxo-5-tia- 1-

azabiciclo [4.2.0]-2-octeno-2-carboxilato dissodico

Formula quimica: CisHi16NsNa207Ss, 3.12 H20

Massa molecular: 662 g/mol

Propriedades fisico-quimicas: Fisicamente, a ceftriaxona sodica apresenta na

forma de po cristalino, quase branco a amarelado, ligeiramente higroscopico, muito
soltvel na agua, ligeiramente soltvel no metanol e muito pouco soltuvel no etanol
(FARMACOPEIA PORTUGUESA (2005), FARMACOPEIA EUROPEIA (2011),
O’Neil (2006), BRITISH PHARMACOPOEIA (2010), USP 33 (2010).

Categoria: Antimicrobiano
Classe: Cefalosporinas
pH: 6,0 a 8,0 e pka1=3.0 (COOH), pkaz=3.2 (NH3"), pkas=4.1 (OH)

Substancia quimica de referéncia (SQR): adquirida da Sigma Aldrich® (St. Louis,
EUA) com pureza especificada de 100% - Lote: 129K063.

Amostras: frascos-ampola contendo pé para solucédo injetavel gentilmente doados
pela Unido Quimica (Pouso Alegre, MG), sob o nome comercial de Trioxina®. Cada
frasco ampola contém ceftriaxona sodica correspondente a 1,0 g de ceftriaxona
sodica — Lote: 812380.

Nomes comerciais no Brasil: Rocefin® (Roche), Ceftriaxona sédica® (Sandoz),
®

Ceftriaxona sédica® (EMS), Ceftriaxona sédica® (Aurobindo Pharma), Amplosec
(Biochimico), Keftron® (ABL — antibi6ticos), Triaxin® (Eurofarma), Triaxon® (Teuto),

Triaxton® (Ariston) e Trioxina® (Unido Quimica).
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5. Analise Qualitativa
5.1 Caracteristicas fisicas

5.1.1 Material e métodos

A amostra de ceftriaxona sédica em po liofilizado para preparacéo

injetavel, descrita no item 4, foi avaliada em rela¢do ao aspecto, cor e odor.

5.1.2 Resultados e discussao

A ceftriaxona sodica apresenta-se sob a forma de po, com odor leve e
cor quase branca a amarelada. A descricdo € condizente com a citada pelo
fabricante e 6rgaos oficiais (O’'NEIL, 2006; MARTINDALE, 2007; USP, 2010, BP,
2010).

5.2 Determinagéo do Ponto de Fusao

5.2.1. Considerag0fes gerais

A faixa de fusdo é importante tanto para a caracterizagdo de compostos
guanto para indicar pureza quando se compara com padrdes de referéncia, pois a
presenca de impurezas, mesmo que em pequenas quantidades, pode alterar a

faixa de fusdo de um composto ou diminuir o seu ponto de fusdo (GRAHAM, 1995).

5.2.2 Material e Método

A faixa de fusao foi determinada na amostra de ceftriaxona sédica pé
liofilizado para preparacdes injetaveis utilizando equipamento automatico STUART
Cientific SMP3 (Melting Point Apparatus). A amostra, previamente dessecada, foi
colocada em tubos capilares com 1 mm de espessura e 6 cm de comprimento que

foram introduzidos horizontalmente no equipamento.

5.2.3 Resultados e discusséo
Foram realizadas trés determinacdes da amostra de ceftriaxona sodica pé
liofilizado para preparagdes injetaveis (Tabela 3).
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Tabela 3. Valores de ponto de fusdo obtidos para amostra de ceftriaxona sédica

Mudanca de cor Carbonizacgéo

(°C) (°C)
amostra 1 240,0 265,0
amostra 2 240,5 260,0
amostra 3 240,2 262,0
média 240,2+0,1 262,3+0,9

O pbé apresentou faixa de fusdo em cerca de 240,2°C, com
decomposicao, evidenciada pela alteracdo de cor do composto. A mudanca de cor
apresentada pelo po teve inicio em cerca de 240°C, aumentando progressivamente
de intensidade até completa decomposicao e fusdo (branco-amarelo-marrom); o pé
apresentou-se carbonizado.

Nas literaturas consultadas (O’NEIL, 2006; MARTINDALE, 2007; USP,
2010), o ponto de fuséo da ceftriaxona sodica néo é apresentado como valor exato;
€ descrito como sendo maior que 155 °C, apresentando mudanca de cor até

decomposicao.

5.3 Determinacao de Umidade

5.3.1 Consideracgdes gerais

Segundo a Farmacopeia Brasileira (2010), a expressédo dessecacgdo até
peso constante significa que a secagem deve prosseguir até que duas pesagens
consecutivas nao difiram em mais de 0,5 mg por grama da substancia em exame,
sendo que a segunda pesagem deve ser efetuada apds uma hora de secagem

adicional nas condicdes especificas.

5.3.2 Material e método

O teor de umidade foi determinado na amostra de ceftriaxona sédica p6
liofilizado, utilizando balanca Gehaka IV 2000 — Analisador de Umidade por
Infravermelho, a amostra foi pesada em pesa-filtros em balanca analitica e logo

ap0s a pesagem, foi analisada no analisador de umidade por infravermelho a
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105°C por 1 hora. As analises foram realizadas em triplicata utilizando cercade 1 g

de ceftriaxona sédica po liofilizado.

5.3.3 Resultados e discussao

As determinagbes foram conduzidas de acordo com a técnica
preconizada pela British Pharmacopoeia (2010), Farmacopeia Portuguesa (2005),
USP 33 (2010) e pela Farmacopeia Brasileira (2010) para dessecacdo de
substancias antibioticas (Método 1). O teor de umidade foi determinado em

triplicata, estando os resultados apresentados na Tabela 4.

Tabela 4. Valores do teor de umidade da amostra de ceftriaxona sodica

Ensaio Umidade (%) + DPR
1 7,8
2 8,1
3 8,2

media 8,03+ 2,59

Os resultados obtidos demonstraram estar em conformidade com o
padréo farmacopeico, em média por perda de dessecacao foi de 8,03%. De acordo
com USP 33 (2010), o teor de umidade deve ser entre 8,0 — 11,0%.

5.4 Determinacao da Solubilidade

5.4.1 Consideracgfes gerais
A expressao partes refere-se a dissolucéo de 1,0 g de um solido ou 1,0
mL de um liquido no nimero de mililitros de solvente estabelecido no numero de

partes (Farmacopeia Brasileira, 2010).

5.4.2 Material e Método

Foram pesados em balanca analitica 10 mg de amostra de ceftriaxona
sbdica po liofilizado e transferidos para tubos de ensaio acrescentando aliquotas
crescentes de cada solvente, sob agitacdo até completa solubilizagdo. O ensaio foi
realizado a 25°C e a solubilidade indicada de acordo com o descrito na

Farmacopeia Brasileira (2010). Os solventes utilizados foram: &gua, etanol
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absoluto, hidroxido de sodio 0,1 M e metanol. Os reagentes utilizados foram todos

de grau analitico.

5.4.3 Resultados e discussao

O significado dos termos descritivos utilizados esta descrito na Tabela 5.

Tabela 5. Significado do termo descritivo utilizado na indicacdo da solubilidade

para determinacdes feitas a temperatura de 25°C

Termo descritivo Solvente
Muito solavel Menos de 1 parte
Facilmente soluvel De 1 a 10 partes
Solavel 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 insolavel ou insoluvel Mais de 10000 partes

* segundo a Farmacopeia Brasileira (2010).

A Tabela 6 representa os dados obtidos no ensaio de solubilidade para

ceftriaxona sodica em diferentes solventes.

Tabela 6. Solubilidade da ceftriaxona sédica em diferentes solventes a 25°C

Solvente Termo descritivo
agua facilmente soltvel
etanol pouco solavel
metanol ligeiramente solavel
hidréxido de sédio 0,1M facilmente soltvel

De acordo com os parametros avaliados, a amostra esta dentro das
especificacdes farmacopeicas de solubilidade para ceftriaxona sodica po liofilizado
(USP 33, 2010; BP, 2010).
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5.5 Espectrofotometria de absorgéo na regiao de infravermelho

5.5.1 Considerag0des gerais

A espectrofotometria no infravermelho situa-se entre as regides do visivel e
das micro-ondas. Neste espectro, a correlagcdo pico a pico € uma Otima evidéncia
para a identidade da amostra. O espectro de infravermelho é caracteristico da
molécula como um todo, mas certos grupos de atomos originam picos de absorcéo
que ocorrem em frequéncia proxima independentes da estrutura da molécula

(SILVERSTEIN et al, 1994, 2006).

5.5.2 Material e Método

Foram pesados 10 mg de ceftriaxona soédica SQR e quantidade
equivalente de ceftriaxona sodica amostra po liofilizado para preparagéo injetavel
em pastilhas de 250 mg de brometo de potassio dessecado e analisadas em
espectrofotometro de infravermelho Shimadzu FTIR-8300 (USP 33, 2010).

5.5.3 Resultados e discussao
Os espectros obtidos da amostra e da substancia quimica de referéncia

estéo representados nas Figuras 3 e 4.

Os espectros obtidos com a amostra e a substancia quimica de
referéncia de ceftriaxona sodica po liofilizado para preparagdes injetaveis estado de
acordo entre si, ndo mostrando presenca de impurezas ou de degradacdo da

amostra, ja que os picos obtidos em ambas as substancias sdo quase idénticos.
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Figura 3. Espectro na regido de infravermelho de amostra de ceftriaxona sodica

em pastilhas de KBr.
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Figura 4. Espectro na regido de infravermelho da substancia de referéncia de

ceftriaxona sodica em pastilhas de KBr.

Os espectros obtidos da SQR e da amostra apresentam as mesmas
bandas de absor¢cdo quando comparados e analisados com dados apresentados
na literatura (SILVERSTEIN et al., 2006; BP, 2010).

O espectro de absorcdo na regido infravermelho em pastilhas de KBr
apresentou bandas de absorcéo caracteristicas de compostos cefalosporinicos

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7. Absorgdo de ceftriaxona sodica espectro de infravermelho em disperséo
de KBr

Regi&o de absorgéo (cm ™) Tipo de ligacédo
3600-3250 Deformacéao axial de grupamentos N-H e C-H
2600-2550 Deformagcéo axial de grupamento S-H do tiofenol
1750-1725 Estiramento do grupo carbonila C=0 da carboxila
1600-1475 Deformacéo axial de grupamento C=C
1680-1630 Deformacgéo axial do C=0 da amida
1350-1000 Deformagéo axial de grupamento C-N

O espectro de absorcdo na regido infravermelho em pastilhas de KBr
apresentou picos de absorgdo caracteristicos de funcbes presentes na estrutura
quimica da ceftriaxona sédica, demonstrando desta maneira os grupos funcionais

presentes na molécula estudada.
5.6 Espectrofotometria de absor¢éao na regido do ultravioleta

5.6.1 Considerag0des gerais

A identificacdo de um farmaco pode ser feita através da analise de seu
espectro de absor¢cédo na regiao do ultravioleta (200-400 nm). Com a utilizac&o de
diferentes solventes (agua, metanol, acido cloridrico 0,1 M e hidroxido de sodio 0,1
M) visou-se observar as bandas de absorcdo méxima de ceftriaxona sodica, em
suas caracteristicas de absorcdo, com o objetivo de selecionar o melhor solvente

para a determinacdo espectrofotométrica na regido do UV da ceftriaxona sodica.

5.6.2 Material e Método

As determinacdes foram realizadas em espectrofotdmetro UV HEWLLET
- PACKARD® KAYAK - XA utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho
6ptico. Utilizaram-se como solventes: agua purificada (Milli-Q®), acido cloridrico PA
(Synth), hidroxido de sodio PA (Merck) e metanol PA (Synth).

Foram preparadas solucbes de ceftriaxona soédica SQR, em agua,
metanol, &cido cloridrico 0,1 M e hidroxido de sodio 0,1 M, contendo 10,0 pg/mL,
20 pg/mL e 30 pg/mL. Os espectros de absorcdo da SQR foram registrados em
faixa de comprimento de onda entre 200 e 400 nm.
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5.6.3 Resultados e discussao

O espectro obtido da substancia de referéncia ceftriaxona sodica po

liofilizado utilizando dgua como solvente esta representado na Figura 5.

Abzorbance (AL

T T T T T T T
peduju) 220 240 250 2e0 =00 320 =240 60 Wawelength (nm

Figura 5. Espectro de absorcdo da solucdo de ceftriaxona sédica SQR com
concentracbes de 10,0 uyg/mL, 20 pg/mL e 30 ug/mL na regido do ultravioleta,

utilizando agua como solvente.

O espectro obtido da substancia de referéncia ceftriaxona sédica po

liofilizado utilizando metanol como solvente esta representado na Figura 6.

Absorbance (ALY
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Figura 6. Espectro de absorcdo da solucdo de ceftriaxona sodica SQR com
concentracbes de 10,0 uyg/mL, 20 pg/mL e 30 ug/mL na regido do ultravioleta,

utilizando metanol como solvente.
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O espectro obtido da substancia de referéncia ceftriaxona sédica po6
liofilizado utilizando acido cloridrico 0,1 M como solvente esta representado na
Figura 7.
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Figura 7. Espectro de absorcdo da solucdo de ceftriaxona sédica SQR com

concentracdes de 10,0 pg/mL, 20 ug/mL e 30 pg/mL na regido do ultravioleta,
utilizando acido cloridrico 0,1M como solvente.

O espectro obtido da substancia de referéncia ceftriaxona sodica po
liofilizado utilizando hidroxido de sédio 0,1 M como solvente esta representado na
Figura 8.

0.s

Absorbance (ALY

0.5 -
0.4 —M

0.z

[np)
()
a -

T
Wiavelength (nm

T T T T T T
200 220 240 260 220 200 220 240 260

Figura 8. Espectro de absorcdo da solugcdo de ceftriaxona sodica SQR com

concentracfes de 10,0 pg/mL, 20 yg/mL e 30 ug/mL na regido do ultravioleta,
utilizando hidroxido de sodio 0,1 M como solvente.
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A absorcédo molecular na regido do ultravioleta do espectro depende da
estrutura eletrbnica da molécula, assim, a identificacdo do farmaco pode ser feita
pela determinacao de suas caracteristicas de absor¢cdo em diferentes solventes no
espectro (SILVERSTEIN et al., 2006).

Ao analisar os espectros obtidos de absor¢éo na regido do ultravioleta
para ceftriaxona sédica substancia de referéncia em varios solventes, optou-se por
trabalhar com as solu¢gbes aquosas, tendo maximo de absorvancia no comprimento
de onda de 241 nm, pelo fato de néo utilizar solventes volateis, por ser de facil
aquisicdo, baixo custo e facil descarte. Portanto, este solvente € econbémico e

ecologicamente vantajoso.
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6. Métodos Quantitativos
6.1 Espectrofotometria na regido do ultravioleta
6.1.1 Consideracfes gerais

A espectrofotometria emprega as propriedades dos atomos e moléculas
de absorver e emitir energia eletromagnética. Dessa forma, a absor¢cdo molecular
na regido do ultravioleta e do visivel depende da estrutura eletrénica da molécula.
A relacdo fotometria — luz se da em termos de energia e ndo em termos de luz e
cor e a energia apresenta relacdo inversa com o comprimento de onda. Esta
técnica apresenta boa sensibilidade, boa exatidao, seletividade moderada e ampla
aplicabilidade (MENDEZ et al., 2003).

A espectrofotometria € fundamentada na lei de Lambert-Beer, que € a
base matematica para medidas de absorcdo de radiacdo por amostras no estado
sélido, liquido ou gasoso, nas regides ultravioleta, visivel e infravermelho do
espectro eletromagnético. Para medidas de absorcdo de radiacdo em determinado
comprimento de onda, tem-se: A= log(l0/l) = gbc, onde A é a absorvancia, 1° é a
intensidade da radiacdo monocromatica que incide na amostra e | € a intensidade
da radiacdo que emerge da amostra. A absortividade molar (¢) € uma grandeza
caracteristica da espécie absorvente, cuja magnitude depende do comprimento de
onda da radiagdo incidente. O termo ¢ é a concentracdo (mol/L) da espécie
absorvente e b, a distancia (cm) percorrida pelo feixe através da amostra (ROCHA
& TEIXEIRA, 2004).

6.1.2 Material e Método

O espectro na regido ultravioleta foi obtido utilizando-se equipamento UV
HEWLLET - PACKARD® KAYAK - XA e cubetas de quartzo de 1 cm de caminho
optico. Foram preparadas solu¢cdes - mée de ceftriaxona sodica SQR a 1000 pg/mL
em agua purificada, solvente escolhido durante a comparacdo dos espectros em
varios solventes conforme descrito no item 5.6.3. Aliquotas da solucdo-méae de
ceftriaxona sodica foram transferidas para bal6es volumétricos de 25 mL. Em
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seguida, o volume foi completado para 25 mL com &gua, utilizando o solvente puro
para zerar o aparelho. A leitura foi feita em 241 nm.
A substancia quimica de referéncia e a amostra utilizadas foram

descritas no item 4.

6.1.2.1 Preparo da solucéo de ceftriaxona sodica SQR

No preparo da solucdo de ceftriaxona sodica, foram pesados 10 mg de
ceftriaxona sddica po liofilizado para preparacéo injetavel e transferidos para baléo
volumétrico de 10 mL completando o volume com agua purificada, obtendo solucao

de concentracédo de 1000 pg/mL, denominada de solugéo - mée.

6.1.2.2 Preparo das solucdes de ceftriaxona sodica na forma farmacéutica

O conteudo de 20 frascos contendo 1 g de ceftriaxona soddica po
liofilizado foi adicionado a um recipiente adequado; a partir deste pool de amostras
pesou-se o0 equivalente a 10 mg e transferiu-se para baldo volumétrico de 10 mL,
completou-se o volume com agua purificada, obtendo-se solugdo de 1000 pg/mL.
Desta solucéo, retiraram-se 0,4 mL, que foram transferidos para baldao volumétrico
de 25 mL, obtendo-se solucdo de 16 pg/mL, apés completar o volume com o

mesmo solvente.

6.1.3 Curva de Ringbom

A curva de Ringbom foi realizada a fim de determinar a faixa de
concentracdo na qual o método espectrofotométrico na regido de ultravioleta
obedece a linearidade. A partir da solucdo mae, foram transferidas aliquotas para
obtencéo de curva de Ringbom com 18 pontos de concentracfes crescentes, com
auxilio de pipetador automético. Os volumes foram completados com &gua
purificada em baldes volumétricos de 25 mL, obtendo-se solugdes com
concentracdes de 0,8 a 30,0 pg/mL de ceftriaxona sédica.

Os valores obtidos da curva de Ringbom estéo representados na Tabela 8.
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Tabela 8. Obtencdo da curva de Ringbom de ceftriaxona sodica por
espectrofotometria no ultravioleta a 241 nm

Vol. da solugéo de ceftriaxona Concentracéo
Pontos sodica (1000 pg/mL) mL* teorica (pg/mL)
1 0,020 0,8
2 0,025 1,0
3 0,050 2,0
4 0,100 4,0
5 0,125 5,0
6 0,150 6,0
7 0,175 7,0
8 0,200 8,0
9 0,225 9,0
10 0,250 10,0
11 0,300 12,0
12 0,350 14,0
13 0,400 16,0
14 0,450 18,0
15 0,500 20,0
16 0,550 22,0
17 0,600 24,0
18 0,750 30,0

*diluida em balédo volumétrico de 25 mL com agua purificada

6.1.4 Obtencéo da curva analitica

ApOs a obtencdo da curva de Ringbom, determinou-se a faixa de
concentracdo que obedece a lei de Lambert-Beer. Prepararam-se solucdes de
ceftriaxona sodica po liofilizado substancia de referéncia em concentracdes que
obedecam a linearidade para a determinag&o da curva analitica com 6 pontos.

Solucdes de ceftriaxona sodica em triplicata foram preparadas em
concentracbes de 10, 12, 14, 16, 18 e 20 pg/mL, a partir da solucdo mae de

ceftriaxona sddica a 1000 pg/mL diluida com agua purificada em baldo volumétrico
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de 10 mL. As leituras das solugbes foram efetuadas em 241 nm tendo, 4gua

purificada como branco.

6.1.4. 1 Calculo do teor de ceftriaxona sédica

As leituras das solucbes de amostra foram realizadas em
espectrofotometro no comprimento de onda de 241 nm. As solugdes foram

preparadas em triplicata.

O célculo da concentracdo de ceftriaxona sodica foi realizado através

das Equagbes 1 e 2.

Ca = Aa. Csor/ Asor Equacéo 1

Em que:

Ca = concentracédo da amostra (pg/mL)

Aa = absorvancia da amostra

Csor = concentracdo da substéncia quimica de referéncia

Asqr = absorvéancia da substancia quimica de referéncia

O valor percentual de ceftriaxona sodica nas amostras foi calculado pela

Equacéao 2:

Ca%-= (CA 100)/CT Equacéo 2

Em que:
Ca% = Concentragao percentual da amostra

Ca = Concentracdo de ceftriaxona sédica encontrado na amostra
(Hg/mL)

Ct = Concentracao tedrica de ceftriaxona soédica na amostra
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6.1.5 Validacado do método

O método foi validado para determinagdo da linearidade, precisao,
robustez e exatidao (ICH, 2005; USP 33, 2010; BP, 2010).

- Linearidade: para validar a linearidade do método, seis concentracfes da SQR e
seis concentra¢gbes da amostra de 10,0; 12,0; 14,0; 16,0; 18,0 e 20,0 yg/mL foram
utiizadas para a realizacdo de trés curvas analiticas analisadas em 3 dias
diferentes. O calculo da regressédo linear através dos minimos quadrados e a

verificacdo da linearidade foi constatada pela ANOVA (Tabela 10).

- Precisdo : A precisdo do método foi avaliada pelo calculo do coeficiente de
variacdo percentual das amostras, submetidas a ensaios de repetibilidade e

precisao intermediaria.

- Repetibilidade: Seis solu¢cdes de ceftriaxona sédica SQR na concentracdo 16
png/mL foram preparadas e analisadas no mesmo dia. Deste modo, os resultados
foram obtidos utilizando as mesmas condicdes experimentais, método,

equipamento e analista.

- Precisao intermediaria: Avaliou-se a precisdo intermediaria através de analises
de solucdes de ceftriaxona sédica, na concentracdo de 16 pg/mL, executadas por
diferentes analistas e em diferentes dias. As analises foram realizadas triplicatas.

- Interdias: Prepararam-se, diariamente, solucdo de amostra, na concentracédo de
16 pg/mL, e analisaram-se trés replicatas em trés dias consecutivos, sob as

mesmas condi¢bes experimentais.

- Entre-analistas: Duas amostras, na concentracao de 16 pg/mL foram preparadas
e analisadas em trés replicatas, por dois analistas, sob as mesmas condi¢des

experimentais.
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- Exatiddo: A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, no
gual quantidade conhecida de padrédo foi adicionada na amostra. As amostras

foram preparadas segundo a Tabela 9, em triplicata.

Tabela 9. Preparo das solugbes para o teste de recuperacdo do método

espectrofotométrico na regido do UV

Ceftriaxona sodica Ceftriaxona sodica SQR Concentracao

amostra (1000 pg/mL) (2000 pg/mL) tedrica final
(mL) (mL) (Hg/mL)*
Amostra 0,5 - 10,0
R1 0,5 0,14 12,8
R2 0,5 0,30 16,0
R3 0,5 0,60 19,2
Padréo - 0,50 10,0

*Baldo volumétrico de 50 mL

A percentagem de ceftriaxona sodica recuperada foi calculada pela

equacéo 3.

%R = [(Cr-Ca)/Cp] X 100 Equagéio 3

Em que:

Cr = concentracao encontrada da solugdo amostra adicionada de SQR (ug/mL)
Ca = concentracdo encontrada da amostra (ug/mL)

Cp = concentracdo teodrica adicionada da solucdo da SQR (ug/mL)

- Especificidade: a especificidade do método proposto foi avaliada
qualitativamente, de acordo a legislacdo (BRASIL, 2003a), a fim de demonstrar a
capacidade de selecdo do método entre compostos com estruturas relacionadas
gue podem estar presentes. Comparou-se a resposta obtida entre a substancia
guimica de referéncia e a amostra de ceftriaxona sddica po liofilizado, ambas néo

apresentaram em sua composicao a presenca de excipientes. Portanto, realizaram-
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se trés curvas analiticas da amostra, a fim de verificar a inexisténcia de alguma
interferéncia. Para isso, aplicou-se teste t de Student para comparacdo dos
coeficientes angulares das curvas analiticas obtidas com solucdo de ceftriaxona

sbdica SQR e ceftriaxona sédica na forma farmacéutica (amostra).

- Limite de deteccdo (LD): o limite de deteccao foi calculado a partir da formula
descrita na literatura (ICH, 2005), fundamentada no desvio padrao do intercepto e

na inclinacéo da curva analitica. A Equacéo 4 foi utilizada no célculo.

- Limite de quantificacéo (LQ): O limite de quantificacao foi calculado a partir da
formula descrita na literatura (ICH, 2005), fundamentada no desvio padrdo do

intercepto e na inclinagcdo da curva analitica. O célculo foi realizado segundo a

Equacéo 5.
330 10 o
LD — L — ——
Ic Ic
Equacéo 4 Equacédo 5
Em que:

o = desvio padréo do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica
- Robustez: A robustez do método foi determinada pela comparacdo dos
resultados de teor de ceftriaxona sodica obtidos variando-se o comprimento de
onda de absor¢cdo em 239 nm e 243 nm.

6.1.6 Resultados

6.1.6.1 Curva de Ringbom
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Os resultados obtidos com a curva de Ringbom, realizada para a

determinacdo da faixa linear do método espectrofotométrico na regido do

ultravioleta, para ceftriaxona sodica sdo demonstrados na Tabela 10.

Tabela 10. Valores obtidos na construcdo da curva de Ringbom pelo método

espectrofotométrico na regido do UV para ceftriaxona sédica SQR, utilizando agua

como solvente no comprimento de onda de 241 nm

Concentracéo (ug/mL) @ Absorvancia 100- T%
0,8 0,03793 8,3632
1,0 0,04588 10,0254
2,0 0,09283 19,2449
4,0 0,18215 34,2569
5,0 0,23319 41,5466
6,0 0,27315 46,6849
7,0 0,32198 52,3547
8,0 0,36438 56,7864
9,0 0,40992 61,0883
10,0 0,45890 65,2384
12,0 0,56483 72,7623
14,0 0,65098 77,6632
16,0 0,74063 81,8294
18,0 0,83094 85,2409
20,0 0,92284 88,0557
22,0 1,00540 90,1236
24,0 1,09940 92,0457
30,0 1,37610 95,7937

2 Baldo volumétrico de 25 mL

A curva de Ringbom foi obtida plotando-se os valores de transmitancia e de

concentracdo em escala logaritmica conforme demonstrado na Figura 9.
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Figura 9. Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido de

ultravioleta para solucéo de ceftriaxona sodica.

O espectro de absor¢do demonstrou pico maximo de absorcdo em 241
nm, utilizando solugdo aquosa de ceftriaxona sodica de 10 pg/mL. A curva de
Ringbom determinou a faixa linear, e de acordo com a Lei de Lambert-Beer, o

intervalo de concentragéo linear foi de 10,0 a 20,0 pg/mL.

6.1.6.2 Linearidade

Os valores das absorvancias obtidas da curva analitica de ceftriaxona

sbdica estdo apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Valores das absorvancias determinadas na obtengdo da curva analitica

de ceftriaxona sodica por espectrofotometria na regido de ultravioleta a 241 nm

Pontos Concentracao

(Mg/mL)

Absorvancia

ADbs.

média

DP

CV (%)

1 10

0,474370
0,474900
0,470540

0,472720

0,002379

0,50

0,562530
0,561200
0,559550

0,561093

0,001493

0,27

0,671080
0,659200
0,668680

0,666320

0,006282

0,94

0,756790
0,742300
0,764080

0,754390

0,011087

1,47

0,854480
0,845600
0,871860

0,857313

0,013357

1,56

6 20

0,945500
0,928500
0,947350

0,940450

0,01039

1,10

*média de trés leituras

DP = desvio padréo

CV = coeficiente de variacao

A curva analitica das solucdes de ceftriaxona sédica em concentracdes de

10, 12, 14, 16, 18 e 20 pg/mL pelo método espectrofotométrico na regido do

ultravioleta a 241 nm, representados na Figura 10, foi construida com as médias

dos valores de absorvancias de trés curvas analiticas obtidas durante os ensaios

de linearidade.
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Figura 10. Representacdo grafica da curva analitica da solucédo de ceftriaxona

sbdica pelo método espectrofotométrico na regido ultravioleta a 241 nm.

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de ceftriaxona

sodica é mostrada na Tabela 12.

Tabela 12. Anélise de variancia dos valores de absorvancia determinados na

obtencdo da curva analitica de ceftriaxona sodica SQR, utilizando o método

espectrofotométrico na regido do UV

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F F
variagao liberdade  Quadrados médio calculado tabelado
Entre 5 0,47066 0,09413 1236,30* 3,11
concentragoes
Regressao 1 0,47063 0,47063 6181,12* 4,75
linear
Desvio da 4 0,00003 0,0000075 0,10 3,26
Linearidade
Residuo 12 0,0009137 0,000076139 - -
Total 17 0,47157 - - -

*Significativo para p<0,05%
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A eficacia do método (Tabela 12) proposto foi avaliada pelo célculo do
valor do teste-F e comparado com o método oficial (USP, 2010; BP, 2010). A
analise estatistica comprovou que nao existe desvio significativo da linearidade das
concentracOes utilizadas e que existe regressao linear nos dados obtidos, no limite

de confianga de 5%.

6.1.6.3 Precisao

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade
(intradia), preciséo interdias e entre-analistas, expressando-se 0s resultados com
base no coeficiente de variacdo. Seis solucbes de ceftriaxona sodica SQR
preparadas na concentracdo de 16 pg/mL foram submetidas a analises sucessivas,
e 0s dados obtidos no mesmo dia, sob as mesmas condi¢des experimentais,
laboratério e analista, forneceram CV de 1,24%. As precisdes interdias e entre-

analista estdo demonstradas na Tabela 13.

Tabela 13. Determinagdo da precisdo interdias e entre-analistas do método

espectrofotométrico para analise de ceftriaxona sodica

Interdias Entre-analistas
_ Teor®  Teor? CV° _ Teor? Teor? CcVP
Amostra Dia Analista
(g/frasco) (%) (%) (g/frasco) (%) (%)
1 1,001 100,10 A 1,019 101,95
0,71
1 2 0,991 99,11 1,44 B 0,993 99,30

3 1,019 101,95

% média de trés determinacgdes
b CV% = coeficiente de variacdo percentual

6.1.6.4 Exatidao

Sao apresentados na Tabela 14 os valores de recuperacédo obtidos para
cada nivel de concentracdo testado pelo método espectrofotométrico, utilizando

agua purificada como solvente, a 241 nm.
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Tabela 14. Determinacdo da exatiddo do método analitico para andlise ceftriaxona

sbdica por espectrofotometria na regido do ultravioleta

Ceftriaxona Ceftriaxona .
_ o . Recuperacgéo .
sédica SQR sbédica SQR Recuperacéao - CVv
média
adicionada encontrada ? (%) (%)
(%)
(Hg/mL) (Hg/mL)

R1 2,8 2,85 101,82
R2 6,0 6,07 101,22 101,28 0,51
R3 9,2 9,27 100,79

% média de trés determinagdes
PCV = coeficiente de variacéo

6.1.6.5 Especificidade

A especificidade do método espectrofotométrico foi avaliada através da
analise da curva analitica do padréo e a curva analitica realizada com a amostra. A
ANOVA calculada é demonstrada na Tabela 15. Além disso, a diferenca entre os
coeficientes angulares das curvas analiticas construidas para ceftriaxona sédica
SQR e ceftriaxona sédica forma farmacéutica (amostra), comparadas pelo teste t

de Student, nao foi significativa. O resultado do teste esta descrito na Tabela 16.

Tabela 15. Andlise das variancias entre a ceftriaxona sédica SQR e ceftriaxona

sodica na forma farmacéutica.

RESUMO
Grupo Contagem Soma Média Variancia
Amostra 3 0,1468 0,048933 0,0000013233
Padrao 3 0,142 0,047333 0,0000022533
ANOVA
Fonte da F
variagao SQ gl MQ F valor-P  critico
Entre grupos  0,00000384 1 3,84E-06 2,147 0,216695 7,709
Dentro dos

grupos 7,15333E-06 4 1,79E-06

Total 1,09933E-05 5
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Tabela 16. Comparacdo dos coeficientes angulares das curvas analiticas de

padrdo e amostra, para avaliacdo da especificidade do método espectrofotométrico

Coeficientes angulares

Curva " Ceftriaxona sodica Ceftriaxona sédica T calculado T tabelado
SQR amostra
1 0,0474 0,0478
2 0,0458 0,0489 1,46 277
3 0,0488 0,0501

O desempenho do método foi determinado pelo célculo do valor F
conforma demonstrado na Tabela 15 e pelo calculo do valor T demonstrado na
Tabela 16. Os resultados mostraram que os valores calculados de F e t néo
excederam o valor tedrico com 95% de confianca (RODRIGUES, 1986). Estes
resultados indicam que o método proposto ndo difere significativamente do método

oficial, ou seja, néo existe diferenca entre o padrao e a amostra analisados.

6.1.6.6 Limites de Deteccao e de Quantificacao

A sensibilidade do método espectrofotométrico foi determinada pelos
limites de deteccédo (LD) e de quantificagéo (LQ). Os valores calculados para LD e
LQ, foram calculados a partir das equacdes 4 e 5 (item 5.1.5) descritas na literatura

(ICH, 2005), foram 0,63 pg/mL e 2,10 ug/mL, respectivamente.

6.1.6.7 Robustez

A robustez do método foi determinada pela comparacao dos resultados
obtidos pela variacdo do comprimento de onda. Os valores obtidos né&o
apresentaram diferenca significativa, portanto estdo dentro do especificado
(BRASIL, 2003a) (Tabela 17).
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Tabela 17. Resultados da avaliagdo da robustez do método analitico para andlise
de ceftriaxona sodica por espectrofotometria na regiao ultravioleta

Comprimento de onda Teor? cVP
Amostra Teor? (g/frasco)
(nm) (%) (%)
239 1,018 101,88
1 241 1,018 101,80 0,35
243 1,015 101,59

4 média de trés determinagdes
® CV% = coeficiente de variagéo percentual

6.1.7 Discussao

A espectrofotometria na regiao do ultravioleta € um importante recurso
utilizado na quantificagdo de substancias, uma vez que esta relacionada com a
estrutura eletronica da molécula. E utilizada para a identificagéo e quantificagdo de
compostos quimicos organicos incluindo farmacos (OHANNESIAN & STREETER,
2002).

O método proposto para a quantificacdo de ceftriaxona sdodica po
liofilizado para preparacdo injetavel foi desenvolvido utilizando &gua purificada
como solvente baseado na boa intensidade de absor¢cdo do farmaco neste meio,
assim como na simplicidade que representa a utilizacdo de solvente de baixo custo
e na pequena geracao de residuos.

Pela analise da curva de Ringbom, selecionou-se a faixa linear de
concentragdo Otima para o método espectrofotométrico. Os resultados obtidos na
avaliacao da linearidade demonstraram que as solucdes de ceftriaxona sodica SQR
apresentaram excelente correlacdo linear entre as absorvancias e concentracoes,
no intervalo utilizado. Foram plotados graficos da concentracdo versus
absorvancia, os quais demonstraram haver linearidade adequada na faixa de 10 a
20 pg/mL. A equacdo da reta para o método foi: y = 0,0474x — 0,0017, com
coeficiente de determinacdo de 0,9992 (R?) e coeficiente de correlacédo de 0,9996
(R).

A precisdo do método foi demonstrada através da repetibilidade e

precisdo intermediaria (interdias e entre-analistas). Foi obtida utilizando-se seis
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determinacdes de ceftriaxona sodica po liofilizado para preparacgéo injetavel, sendo
cada preparacédo realizada em triplicata e as medidas realizadas de preparacdes
distintas. Os resultados obtidos demonstraram a precisdo do método, pois 0s
coeficientes de variagcao foram menores que 2% (SHABIR, 2003).

A exatiddo do método foi avaliada pelo teste de recuperagédo obtendo-se
a média de 101,28% para a ceftriaxona sédica. Valores entre 98 a 102% indicam
boa recuperacéo para o método e garantem sua exatidao (BRASIL, 2003a).

A robustez do método foi avaliada quanto ao parametro comprimento de
onda. Os resultados obtidos n&o demonstraram diferenga significativa na
quantificacdo da amostra com as alteragcdes realizadas, mesmo com a alteragéo
desses parametros os valores encontrados em trés determinacdes da ceftriaxona
sbédica no medicamento estdo dentro do valor preconizado de 96 a 102 % do teor
(BP, 2010).

De acordo com a comparagdo dos coeficientes angulares das curvas
analiticas para ceftriaxona sodica SQR e para ceftriaxona sodica forma
farmacéutica (amostra) e analise das variancias (ANOVA) constatou-se que 0
método foi especifico, demonstrando ndo haver interferéncia no maximo de
absorcao de 241 nm.

Os limites de deteccdo e de quantificacdo foram calculados a partir da
equacbes 4 e 5 (item 5.1.5), baseados nas curvas analiticas produzidas em
diferentes dias. Os valores encontrados para limites de deteccao e de quantificagéo
foram 0,63 pg/mL e 2,10 yg/mL, respectivamente, o que demonstra que a faixa
utilizada encontra-se acima dos limites e, portanto, com valores adequados de
concentracao.

Portanto, o método espectrofotométrico na regido do ultravioleta é
adequado para quantificacdo da ceftriaxona sddica e atende todos os requisitos
exigidos pelos orgaos oficiais (ICH, 2005; F. BRAS, 2010; USP 33, 2010).
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6.2 Ensaio Microbioldgico — Difusdo em Agar

6.2.1 Considerag0des gerais

Trata-se de um método fisico, no qual um micro-organismo € usado
como revelador. O método emprega meio de cultura sélido inoculado, distribuido
em placas, em sistema de bicamada, através do qual a substancia teste se difunde.
E essencial que se trabalhe com réplicas, de forma a compensar os desvios,
inerentes ao ensaio ou acidentais (PINTO et al., 2010).

E um método especifico para antibiéticos antimicrobianos. Vem sendo
utilizado em laboratérios clinicos desde a introducdo de antibioticos e outros
agentes antimicrobianos. Na terapéutica, muitos métodos de ensaio foram
elaborados pela prépria industria farmacéutica para o controle das preparacdes
comerciais (ANDREWS, 1999).

A partir de dados obtidos de outros antimicrobianos (GOMES &
SALGADO, 2006, TOZO & SALGADO, 2007; MORENO & SALGADO, 2007), o
objetivo deste estudo foi realizar o desenvolvimento e validagdo de ensaio de
quantificacdo de ceftriaxona sodica em pd liofilizado, utilizando método
microbiolégico de difusdo em agar, que relaciona o tamanho da zona de inibicéo

com a concentracdo da substancia aplicada.

6.2.2 Ensaios preliminares para estabelecimento dos parametros analiticos

Para quantificacdo de ceftriaxona sodica po liofilizado, foram realizados
testes preliminares para padronizar as condicdes a serem utilizadas, verificando
parametros como micro-organismo, meio de cultura, concentracdes do inoculo e do

farmaco, temperatura de incubacéo e solugéo diluente (Tabela 18).

Patricia Vidal de Aléssio



68

Tabela 18. Pardmetros estudados para a avaliagdo de ceftriaxona sédica pé

liofilizado por ensaio microbiol6gico — método de difusdo em agar

Parametros

Descricao

e Micro-organismos

*+ Meios de cultura

» Concentragdo do in6culo

e Solucéo diluente

e Concentracdo da solugdo da

amostra

e Temperatura de incubacéo

S. aureus ATCC 2593 IAL 1606
S. aureus ATCC 6538 IAL 1851
S. epidermidis ATCC 12228

S. epidermidis ATCC 12228 IAL 2150

B. subtilis ATCC 9372 IAL 1027

Camada base: meio n° 1: Grove
Randall
Camada semeada: meio n° 2: Grove
Randall
Camada semeada: meio n° 11: Grove
Randall

0,5%, 1%, 2%

Agua purificada
Tampéo pH 6,0

Tampéo pH 8,0

100, 200, 400 pg/mL

50, 100, 200 pg/mL
25, 50, 100 pg/mL
20, 40, 80 pg/mL

15, 30, 60 pg/mL

25°C e 35°C
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6.2.3 Execucao do ensaio

De acordo com os resultados obtidos com os diferentes micro-
organismos e meios de cultura foi possivel estabelecer parametros para realizacéo
do doseamento microbiolégico (Tabela 19). A padronizagédo do ensaio foi realizada
utilizando-se técnica descrita para outros agentes antimicrobianos (F. BRAS.,
2010).

Tabela 19. Parametros fixados na padronizacéo da solugédo de ceftriaxona sédica
po liofilizado no ensaio microbioldgico — método de difusédo em agar

Parametros Descricao
Micro-organismo Bacillus subtilis ATCC 9371 IAL 1027
Meio de cultura Camada base: meio 1: Grove Randall

Camada semeada: meio 2: Grove Randall

Diluente Tampéao pH 6,0
Concentragao da solugéo padréo 15, 30 e 60 pg/mL
Concentragdo do inéculo 1,0%
Temperatura de incubacéao 35+2°C
Tempo de incubacao 18 horas

6.2.4 Material

Para o doseamento microbiolégico, foi utilizado o meio de cultura agar
Casoy (Acumedia) para manutencdo da cepa do micro-organismo, caldo Casoy
para preparo e padronizacdo do indculo, meio de cultura n°1 de Grove Randall
como camada base e meio n2 de Grove Randall como camada semeada. Os
meios de cultura, agua purificada e ponteiras foram esterilizados em autoclave por
15 minutos a 121 °C.

Foram utilizadas placas de Petri com 20,0 mm de altura x 100,0 mm de
diametro, com papel de filtro nas tampas, para impedir que goticulas de
condensacao invalidem ou dificultem a leitura dos halos de inibicdo, além de
templates de aco inoxidavel. Os materiais e vidraria ndo volumétrica foram

esterilizados em estufa a 180 °C por 1 hora. Utilizaram-se, na incubacéo, estufa

Patricia Vidal de Aléssio



70

para cultura bacteriolégica ECB 1.2 digital (Odontobras®) e, para as leituras,
paquimetro digital (Starret®).

6.2.5 Preparo do meio de cultura

Os meios de cultura foram preparados conforme indicado pelos
fabricantes em seus respectivos rotulos, sendo dissolvidos em agua sob
aguecimento e esterilizados em autoclave (condi¢des: 121 C, 1 atm) durante 15

minutos.

6.2.6 Preparo do in6culo

O micro-organismo Bacillus subtilis foi repicado para caldo Casoy e
mantido por 24 horas, para seu crescimento, em estufa microbiologica a
temperatura de 35,0C + 2,0C. Padronizou-se o0 in6culo a 580 nm em
espectrofotometro, obtendo-se transmitancia de 25,0% * 2,0%. Apos a
padronizacao, o inoculo foi utilizado a 1,0% (v/v) em meio n°2 de Grove-Randall. O
meio de cultura padronizado foi preparado e utilizado imediatamente (F. Bras. V,
2010).

6.2.7 Preparo da solucéo de ceftriaxona sodica SQR

Foram pesados 12,5 mg de ceftriaxona sédica po liofilizado, transferidos
para baldo volumétrico de 25 mL e o volume completado com tampéo fosfato pH
6,0, para a obtencdo de solu¢cdo com concentragdo de 500,0 ug/mL. Aliquotas de
300; 600 e 1200 uL desta solucdo foram transferidas para bal6es volumétricos de
10 mL que foram completados com tampéo fosfato pH 6,0 para gerar solu¢cées com

concentracdes finais de 15, 30 e 60 pug/mL.
6.2.8 Preparo das solucdes de ceftriaxona sodica na forma farmacéutica
O contetdo de trés frascos contendo peso médio de 1,1 g ceftriaxona

sbdica po liofilizado foi adicionado a um recipiente adequado; a partir deste pool de

amostras, o equivalente a 12,5 mg foi transferido para baldo volumétrico de 25 mL,
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obtendo-se solug¢do de 500 pg/mL. Desta solucao, aliquotas de 0,3, 0,6 e 1,2 mL
foram transferidas para bal6es volumétricos de 10 mL, para obten¢do de solug¢des
com concentracoes de 15, 30 e 60 pg/mL. Todas as solucdes foram preparadas em

tampéo fosfato pH 6,0.

6.2.9 Ensaio

Foram utilizadas 6 placas de Petri para avaliacdo da atividade de
ceftriaxona sédica. Em capela de fluxo laminar, foram transferidos, com auxilio de
pipetador automético, 20,0 mL de meio n°1 de Grove-Randall para a camada base
em cada placa. Apés a solidificacdo desta camada, foram adicionados por meio de
pipetador automatico, 5,0 mL de meio n° 2 de Grove-Randall com indculo a 1,0%
(v/v). Apés a solidificacdo da camada semeada, foi distribuido um “template” de aco
inoxidavel em cada placa. Aplicou-se, com auxilio de pipetador automatico, 200,0
uL das solucbes descritas no item 6.2.7 e 6.2.8 em cada um dos orificios. As placas
foram incubadas a 35,0°C + 2,0°C e, ap0s 18 horas, realizadas as medidas dos

diametros dos halos de inibicdo com auxilio de paquimetro digital.

6.2.10 Obtencé&o da curva analitica

Para a construcdo da curva analitica foram utilizados trés pontos como
preconizado pela Farmacopeia Brasileira (2010) para delineamento 3 x 3 e a
disposicéo das solugdes substancia de referéncia (P) e amostra (A) na placa de
Petri sdo demonstradas pela Figura 11.

A curva analitica foi construida em grafico logaritimo da concentracéo
versus didmetro dos halos de inibicdo, com as médias dos didmetros de cada uma

das concentracdes da SQR.
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Figura 11. Delineamento 3 x 3, demonstrando a disposicdo das solucdes
substancia de referéncia (P) e amostra (A) na placa de Petri, em que Pl (15
pg/mL); P2 (30 ug/mL); P3 (60 pg/mL) e Al (15 pg/mL); A2 (30 ug/mL); A3 (60
Mg/mL).

6.2.11 Calculo da poténcia de ceftriaxona sodica

A poténcia do medicamento foi calculada pela equacéo de Hewitt (1977).
A equacdo 6 utiliza as médias dos halos de inibicdo obtidos com as trés doses de
ceftriaxona sodica SQR e forma farmacéutica, nas seis placas analisadas em cada

ensaio.

Poténcia (%) = Antilog M x 100

M=Fb b=E/ Equacéo 6

em que:

F=1/3 [(A1+ A2+ A3) — (P1+ Pot P3)]
| = logaritmo da razdo das doses
E = 1/4 [(As+ P3) — (A41+ Py)]
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6.2.12 Validacdo do método

6.2.12.1 Linearidade

A curva analitica foi construida a partir da média de trés curvas
analisadas em trés dias diferentes, cada uma composta por seis placas, conforme
descrito no item 6.2.9. Os dados obtidos na construcédo da curva analitica foram
analisados para obtencao da equacéao da reta pelo método dos minimos quadrados

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

6.2.12.2 Precisao

A precisao foi avaliada pela realizacdo de ensaios de doseamento de
ceftriaxona sddica, durante quatro dias seguidos (item 6.2.10). Os coeficientes de

variacdo dos dados foram calculados estatisticamente.

6.2.12.3 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacao.

O teste de recuperacao foi realizado com a finalidade de verificar a
exatiddo do método proposto da mesma forma que para o doseamento das
solugdes amostra, com a diferenca que, a solu¢cdo amostra estara adicionada de
padrdo, simulando a amostra de produto farmacéutico com poténcias de 80 (R1),
100 (R2) e 120 (R3)% em relacdo a ceftriaxona sodica SQR.

6.2.12.4 Calculo do teste de recuperacéo

A percentagem de recuperacao (R%) € calculada pela equacgéo 7.

Recuperacéo (%) = (PR/PT) . 100 Equacso 7

em que:
PR = poténcia encontrada nas amostras de recuperacao

PT = Poténcia tedrica
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6.2.12.5 Robustez

A robustez do método analitico foi avaliada através de modificacdes nas
condicbes estabelecidas, tais como: tempo de incubacdo (18 e 24 horas),
temperatura de incubacdo (25 e 30 °C), concentragdo do indculo (1 e 1,2%)
Realizou-se a analise de poténcia das amostras de ceftriaxona sodica em
condicbes normais e alteradas paralelamente, avaliando a interferéncia das

modificacdes no resultado final.

6.2.13 Resultados

Na determinacdo dos parametros para a padronizacdo do ensaio
microbiolégico usando método de difusdo em &gar para ceftriaxona sddica (Tabela
18), as cepas de S. epidermidis ndo apresentaram condi¢cbes de utilizacdo por
apresentar crescimento menos intenso, halos mal delimitados e medidas
irregulares nas faixas de concentracdo e diluentes testados. A cepa de S. aureus
apresentou crescimento satisfatério, porém os halos de inibicdo formaram zonas
duplas.

Portanto, optou-se por trabalhar com Bacillus subtilis ATCC 9371 IAL
1027, um modelo de bactéria esporulada, o crescimento do micro-organismo
demonstrou-se bastante homogéneo e o0s halos de inibicdo formados
apresentaram-se bem definidos, além da menor patogenicidade em relacdo aos
outros micro-organismos.

Foi selecionado o meio n°® 1 de Grove-Randall para a camada base e o
meio n° 2 de Grove-Randall para camada superficie. A concentracdo do indculo
empregada deve ser suficiente para apresentar crescimento homogéneo do micro-
organismo, propiciando um contraste com a zona de inibicdo de crescimento, sem
apresentar colonias isoladas. Os melhores resultados e 0 crescimento mais
uniforme foram obtidos com o indculo com concentracdo de 1,0%, sendo a
concentracédo de 0,5% insuficiente, considerando que a temperatura de incubacéo
foi 35 + 2 °C. Em solucdes diluentes em diferentes pH, observou-se que em pH 6,0
os halos de inibicdo formados foram maiores e mais uniformes, sendo este pH

compativel com o crescimento bacteriano e com a atividade do farmaco.
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As concentragdes do farmaco utilizadas na curva de dosagem devem
estar em progressdo geométrica, havendo relacéo linear entre o logaritmo da
concentracdo e o diametro dos halos de inibicdo de crescimento. As concentracdes
de 15, 30 e 60 pg/mL apresentaram excelentes resultados, avaliados através de
andlise estatistica. Em relacdo a incubacdo, deve haver uma combinacdo entre
tempo e temperatura para que o crescimento do micro-organismo seja uniforme e
os halos formados de tamanho adequado. Os melhores resultados foram com 18

horas de incubacdo com temperatura de 35 + 2 °C.

A Figura 12 mostra a fotografia da placa de Petri com os halos de
inibicdo obtidos com as diferentes doses de ceftriaxona sodica SQR e forma

farmacéutica.

Figura 12. Placa de Petri com os halos de inibicdo de crescimento do micro-
organismo B. subtilis ATCC 9371 IAL 1027, obtidos com as diferentes doses de

ceftriaxona sddica SQR e forma farmacéutica.

6.2.13.1 Linearidade

Os valores dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento

bacteriano, obtidos durante avaliagcdo da linearidade do método, para as solucdes
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em diferentes concentracdes de ceftriaxona sodica SQR e forma farmacéutica
encontram-se na Tabela 20.

Tabela 20. Diametros dos halos de inibicdo obtidos no ensaio microbiolégico para

avaliacdo de ceftriaxona sodica em produtos farmacéuticos — método difusdo em

agar
Diametro dos halos de inibicdo (mm) @
P1 P2 P3 Al A2 A3
(15 pg/mL) (30 pg/mL) (60 pg/mL) (15 pg/mL) (30 pg/mL) (60 pg/mL)
Dia 1 16,41 18,45 20,80 16,31 18,45 20,70
Dia 2 16,19 18,45 20,85 16,23 18,35 20,85
Dia 3 16,20 18,30 20,75 16,01 18,45 20,90
Diametro médio 16,27 18,40 20,80 16,18 18,42 20,82
CV%" 0,76 0,47 0,24 0,96 0,31 0,50

% média de seis determinacgdes
b CV% = coeficiente de variacdo percentual

As curvas analiticas de ceftrtiaxona sddica SQR e amostra (Figura 13)
foram construidas com as médias dos valores das absorvancias de trés curvas
analiticas obtidas durante os ensaios de linearidade e paralelismo. As equacdes da
reta, determinadas pelo método dos minimos quadrados, sdo: y = 3,246 Ln(x) +
7,481, com coeficiente de determinacéo (r?) igual 0,9993, para a ceftriaxona sodica
SQR ey = 3,342 Ln(x) + 7,104, com r* de 0,9999, para amostra de ceftriaxona
sédica po liofilizado.
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Diametro dos halos de inibigao (mm)

y:

y = 3,342In(x) + 7,104
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Log da concentracao

100

3,246In(x) + 7,481
R?= 0,999

R?= 0,999

Figura 13 . Representacao grafica das curvas analiticas de solucfes de ceftriaxona

sbdica SQR e amostra, em concentracdes de 15,0; 30,0 e 60,0 pg/mL, obtidas pelo

método microbioldgico de difusédo em agar.

A ANOVA calculada para os dados das curvas analiticas de ceftriaxona

sddica é mostrada na Tabela 21.
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Tabela 21. Andlise de variancia das medidas dos halos de inibicdo determinados

na obtencdo das curvas analiticas de ceftriaxona sodica, utilizando o método de

difusdo em agar

, Graus de Soma de Quadrado
Fontes de variacao _ _ F calculado F tabelado
liberdade  Quadrados médio

Preparacéo 1 0,0013 0,0013 0,1185 4,96
Regresséao 1 63,0208 63,0208 5976,06* 4,96
Desvio de Paralelismo 1 0,0075 0,0075 0,71 4,96
Quadratico 1 0,0469 0,0469 4,45 4,96
Diferenca de

. 1 0,0025 0,0025 0,24 4,96
Quadratico
Entre doses 5 63,08 12,62 1196,31* 3,33
Entre placas 2 0,02 0,01 1,04 4,10
Dentro (erro) 10 0,105 0,01 - -
Total 17 63,21 - - -

* Significativo para p < 0,05

De acordo com as farmacopeias britanica, europeia e brasileira, se o
modelo de retas paralelas é utilizado, as duas linhas dose - resposta da amostra e
da SQR devem ser paralelas e lineares nas concentragdes utilizadas no célculo.

Dentre as variaveis avaliadas no ensaio, aquelas que necessitam ser
cumpridas para validar o método proposto estdo a regressao linear e a variacédo
entre doses, que devem ser significativas. A variacdo entre preparacdes, o desvio
de paralelismo, desvio de linearidade e variacdo entre placas devem ser nao-
significativos (Tabela 21). Em todos os ensaios estas condi¢cdes foram cumpridas.

6.2.13.2 Precisao

A precisdo do método foi determinada através da repetibilidade
(intradia), expressando-se os resultados com base nos coeficientes de variacédo

para cada dose. Seis placas com trés doses de ceftriaxona sodica SQR poé
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liofilizado e de amostra foram analisadas, e os dados obtidos no mesmo dia, sob as
mesmas condi¢cdes experimentais, laboratorio e analista, forneceram coeficientes
de variacdo inferiores a 0,96%. Para a determinacdo da precisdo interdias
realizaram-se analises de uma amostra, em trés dias consecutivos, obtendo-se
valor experimental médio de poténcia de 98,95%, com CV de 1,61%. Os resultados

obtidos na avaliacéo da precisao interdias séo mostrados na Tabela 22.

Tabela 22. Valores determinados de poténcia de ceftriaxona sodica na avaliacao

da precisdo do método de difusdo em agar

bia Ceftriaxona sédica *° Poténcia média CV®
glfrasco % (%) (%)
1 0,9723 97,23
2 1,0015 100,15 98,33 1,61
3 0,9761 97,61

% média de seis determinacées
b CV% = coeficiente de variacdo percentual

6.2.13.3 Exatidao

A exatidao do método foi determinada através do teste de recuperacao.
Utilizando a Equacdo 7, obteve-se valor médio de exatiddo de 100,53%. Os

resultados do teste de recuperacgao estao representados na Tabela 23.

Tabela 23. Resultados obtidos no teste de recuperacdo do método de difusdo em

agar para determinacéo de ceftriaxona sodica po liofilizado

Ceftriaxona sédica  Ceftriaxona sédica Recuperacédo Recuperacéo cVP
SQR adicionada SQR encontrada ? (%) média (%)
(Hg/mL) (ug/mL) (%)
R1 4,0 4,00 100,00
R2 10,0 10,05 100,50 100,46 0,20
R3 16,0 16,14 100,88

% média de seis determinacées
b CV% = coeficiente de variacdo percentual
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6.2.13.4 Robustez

A robustez foi avaliada através de alteracdes no tempo e temperatura de
incubacdo, bem como na concentracdo de inéculo. Na execucdo de analises do
produto farmacéutico sob parametros alterados, os teores obtidos n&o
apresentaram diferenca significativa e os coeficientes de variagao foram inferiores
a 1,28%, comprovando a robustez do método proposto, frente aos parametros

avaliados, conforme demonstra a Tabela 24.

Tabela 24. Pardmetros determinados na avaliacdo da robustez do método

microbioldgico para analise de ceftriaxona sodica por difusdo em agar

_ Faixa Ceftriaxona sodica @ Ceftriaxona CcV’
Variavel _ _
Investigada (g/frasco) sédica ? (%) (%)
Tempo de incubacao 18 0,974 97,40 101
(horas) 24 0,992 99,23 ’
Temperatura de 35 0,967 96,72
i % 30 0,962 1,28
incubacao (°C) 96.29
Concentracgédo do 1,0 0,980 98,03 110
inoculo (%) 1,2 0,996 99,68 ’

% média de seis determinacées
® CV% = coeficiente de variacéo percentual

6.2.14 Discussao

O meétodo microbiolégico difusdo em &gar utiliza o micro-organismo
como revelador. O método emprega meio de cultura sélido inoculado, distribuido
em placas, em sistema de bicamada, através do qual a substancia teste se difunde.
E essencial que se trabalhe com réplicas, de forma a compensar os desvios,
inerentes ao ensaio ou acidentais (PINTO & KANEKO & PINTO, 2010).

O ensaio microbiologico de antibioticos consiste na determinacdo da
poténcia ou atividade biolégica destes agentes; a quantificacdo de antibioticos por

métodos quimicos, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia e
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espectrofotometria mostram-se precisos, porém nao fornecem verdadeira indicagdo
sobre a atividade biolégica (ADAMS et al., 1998).

Este método apresenta como vantagem ndo requerer equipamentos
especializados e dispendiosos, além de nao utilizar solventes potencialmente
toxicos para o analista e para o meio ambiente. Os ensaios biol6gicos continuam
sendo essenciais para o desenvolvimento e controle de qualidade de substancias
antimicrobianas (THOMPSON, 2000).

Na validacdo do método microbiologico de difusdo em agar, a analise
estatistica demonstrou que néo existe desvio da linearidade nas curvas analiticas
originadas da substancia quimica de referéncia e amostra. Os coeficientes de
determinacao de 0,9993 e 0,9999, para a substancia quimica de referéncia e a
amostra de ceftriaxona sodica po liofilizado, respectivamente, foram satisfatorios
para um ensaio biolégico que possui conhecida variabilidade inerente. Foi
evidenciado, estatisticamente, que nao existe diferenca significativa na inclinagéo
das curvas analiticas da substancia quimica de referéncia e da amostra.

A precisdao do método foi determinada através da avaliacdo de poténcia
de ceftriaxona sédica, durante trés dias consecutivos. O coeficiente de variacdo
entre os teores foi 1,61%, sendo o teor médio de ceftriaxona sodica, calculado
atraveés da equacéao de Hewitt (1977), de 98,33%.

O teste de recuperacao foi efetuado com o objetivo de comprovar a
exatiddo do método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas da substancia
de referéncia foram adicionadas a amostra para quantificagcdo da substancia. A
recuperacdo média foi de 100,46%, comprovando a exatiddo do método proposto.

A analise estatistica dos resultados de diametro dos halos obtidos foi
matematicamente verificada pela analise da variancia (ANOVA) e os resultados
obtidos, com F significativo validam o método microbiolégico para ceftriaxona
sédica po liofilizado para preparacgdes injetaveis (Tabela 21).

O meétodo microbiolégico proposto consiste em uma técnica que permite
indicar a poténcia do farmaco estudado. Este método apresentou ser
adequadamente sensivel, linear, exato, preciso e robusto, segundo conceitos sobre
validacdo apresentada na Farmacopeia Brasileira (2010) e por Riley & Rosanske
(1997).
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6.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia

6.3.1 Consideracgdes gerais

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) € uma das mais
modernas técnicas de separacdo e quantificacdo de substéncias em escala de
tempo de poucos minutos com alta resolucdo, eficiéncia, seletividade e
sensibilidade.

Na industria farmacéutica, € a maior e mais completa ferramenta de
andlise aplicada em todos os estagios de pesquisa, desenvolvimento e producao
de farmacos (KAZAKEVICH & LOBRUTTO, 2007).

E um processo de separacdo em que 0s componentes de uma amostra
sao distribuidos entre duas fases na coluna cromatografica, uma fase movel e outra
fase estacionaria. A fase estacionaria pode ser soélida, porosa ou na forma de
pequenas particulas. A fase movel é sempre liquida, composta por solventes de
diferentes polaridades (MEYER, 2010).

Sistemas em fase reversa sao 0s mais comumente utilizados, sendo
quase 90% das andlises de amostras de baixo peso molecular. A elevada utilizagédo
se deve a habilidade de discriminar componentes muito semelhantes entre si e a
facilidade de variacdo da retencédo e seletividade (KAZAKEVICH & LOBRUTTO,
2007).

A ceftriaxona sodica possui método oficial para analise por CLAE na
Farmacopeia Britanica (BRITISH PHARMACOPOEIA, 2010), USP (USP 33, 2010)
e Farmacopeia Portuguesa (FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2005), as quais
utilizam coluna C-18 (250 x 4,6 mm), fase movel composta de 2,0 g de brometo de
tetradecilamonio R e 2,0 g de brometo de tetra-heptilamonio R numa mistura de
440 mL de agua R, 55 mL de solugéo tampéo de fosfato de pH 7,0 (0,067 M) R, 5,0
mL de solucdo tampéo de citrato de pH 5,0, preparada dissolvendo 20,17 g de
acido citrico R em 800 mL de agua R, ajustando o pH para 5,0 com solugéo
concentrada de hidroxido de sodio R e completando com 1000,0 mL com 4gua R, e
500 mL de acetonitrila R, sendo este o método recomendado por CLAE para
determinacao do farmaco em matéria-prima e em formas farmacéuticas.

Portanto, com o intuito de aperfeicoar o sistema (melhorar a constituicao

da fase moével, diminuir o desgaste da coluna, o tempo de andlise, o gasto de
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reagentes e, principalmente, minimizar a geracdo de residuos) desenvolveu-se um

novo método de andlise para a determinacéo de ceftriaxona sodica po liofilizado.

6.3.2 Ensaios preliminares

Diferentes sistemas cromatograficos foram testados com objetivo de
encontrar condi¢cdes favoraveis a quantificacdo do farmaco, reducdo dos danos a

coluna, deteccéo qualitativamente de seus produtos de degradacéao.

6.3.3 Material

Foram utilizadas ceftriaxona sodica po liofilizado SQR e amostra,
descritas no item 4. Utilizaram-se como solventes: acetonitrila (JTBaker) e metanol
(JTBaker) ambos grau HPLC; agua purificada (Milli-Q); acido fosférico (Synth) grau
analitico. Os reagentes utilizados foram solu¢do aquosa de acido acético, solucéo
de acido fosférico, acido tricloroacético diluido e trietilamina. As solucdes foram
filtradas através de membrana de nitrato de celulose de 0,45 ym (Sartorius) e
degaseificadas em ultrassom (Unique) durante 30 minutos.

O sistema cromatografico utilizado foi cromatografo a liquido de alta
eficiéncia Waters, composto de bomba cromatogréafica gradiente binaria Waters®
1525, injetor manual Rheodyne Breeze 7725i e detector UV-Vis Waters® 2487.
Foram utilizadas colunas Symmetry C18 Waters 5 um (250 x 4,6 mm), Luna Cig
Phenomenex 5 pm (150 x 4,6 mm) e Agilent Cig 5 pm (250 x 4,6 mm). As areas
dos picos foram integradas automaticamente usando o programa de software

Empower 2.

6.3.4 Preparo das fases moveis

Para as fases moveis, preparam-se solucbes aquosas de agua e
metanol, metanol e solu¢cdo aquosa de acido acético 1% e 0,5%, metanol e solugéo
aquosa acido acético 0,5% pH 3,5, metanol e solugdo aquosa acido acético 0,5%
pH 7,2, metanol e solu¢do aquosa acido acético 0,5% pH 6,8, metanol e agua
purificada pH 6,8 corrigido com TEA (trietilamina), metanol e 4gua purificada pH 7,2

corrigido com TEA (trietilamina), acetonitrila e agua purificada, acetonitrila e
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solugcdo aquosa acido acético 0,5% pH 6,8, acetonitrila e agua purificadapH 7,0
corrigido com TEA, acetonitrila e solugcdo aquosa acido fosférico 0,025M pH 6,5,
acetonitrila e solucdo aquosa acido fosforico 0,025M pH 2,5, acetonitrila e solugéo
TEA 0,4% pH 6,9 ajustado com acido tricloroacético. As fases moveis foram
compostas de diferentes propor¢cdes das solucdes e solventes e as misturas foram
realizadas no equipamento. Cada fase mével foi filtrada e levada ao ultrassom por

30 minutos para degaseificacdo antes do uso.

6.3.5 Preparo da solucéo de ceftriaxona sodica SQR

Foram pesados 10 mg de ceftriaxona sodica po liofilizado SQR e
transferidos para baldo volumétrico de 50 mL, cujo volume foi completado agua
purificada, para a obtencdo de solugcdo com concentracdo de 200,0 pg/mL.
Aliguotas desta solucéo foram transferidas para balées volumétricos de 10 mL para

gerar solu¢cdes com a concentracgao final requerida.

6.3.6 Preparo da solucéo de ceftriaxona sodica na forma farmacéutica

O conteudo de trés frascos contendo 1 g ceftriaxona sédica po liofilizado
foi transferido para um recipiente adequado; a partir deste pool de amostras, o
equivalente a 10 mg de ceftriaxona sédica po liofilizado para preparacéo injetavel
foi pesado e transferido para baldo volumétrico de 50 mL, obtendo solugcéo de 200
Mg/mL. Partindo desta solucdo, volumes foram transferidos para baldes
volumétricos de 10 mL. O calculo da concentracao e do teor de ceftriaxona sodica
nas amostras foi realizado através das Equacbes 1 e 2.

6.3.7 Método

Ensaios preliminares foram efetuados utilizando os seguintes sistemas
de fases moveis e colunas:
1- Agua: metanol (80:20 v/v); coluna Agilent
2- Agua: metanol (70:30 v/v); coluna Agilent
3- Agua: metanol (40:60 v/v); coluna Agilent
4- Agua: metanol (90:10 v/v); coluna Agilent

5- Metanol: solugéo de acido acético 1% (80:20 v/v); coluna Agilent
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6- Metanol: solucédo de acido acético 0,5% (80:20 v/v); coluna Agilent

7- Metanol: solugcéo de acido acético 0,5% pH 3,5 (80:20 v/v); coluna Phenomenex

8- Metanol: solucdo de acido acético 0,5% pH 7,2 (80:20 v/v); coluna Agilent

9- ACN: solucao de acido aceético 0,5% pH 7,2 (70:30 v/v); coluna Agilent

10- ACN: solucéo de acido acético 0,5% pH 6,8 (80:20 v/v); coluna Agilent

11-ACN: solucgédo de acido acético 0,5% pH 7,2 (70:30 v/v); coluna Phenomenex

12- ACN: solucdo de acido fosférico 0,025 M pH 5,0 (80:20 v/v); coluna
Phenomenex

13- ACN: solucdo de é&cido fosforico 0,025 M pH 6,5 (80:20 v/v); coluna
Phenomenex

14-ACN: solucéo de TEA 0,4% pH 6,9 (80:20 v/v); coluna Phenomenex

15-ACN: agua pH 7,0 (80:20 v/v); coluna Waters

16-ACN: agua pH 7,0 (70:30 v/v); coluna Waters

17-ACN: agua pH 7,0 (40:60 v/v); coluna Waters

As condicdes cromatograficas otimizadas para a determinacdo de

ceftriaxona sddica estdo apresentadas na Tabela 25.

Tabela 25. Parametros otimizados para a determinacao de ceftriaxona sodica pelo
método CLAE

Fase movel Acetonitrila: agua (40:60) v/v, pH 7,0 ajustado com TEA
Coluna Symmetry C18 Waters (250 x 4,6 mm) 5 ym

Deteccao 241 nm

Vazao 0,6 mL/min

Volume de injecao 20 yL

Temperatura 25+2°C

Tempo de retencao 2,5 minutos

6.3.8 Validacdo do método analitico por HPLC

A validacdo do método foi conduzida de acordo com o procedimento
preconizado pela literatura (ICH, 2005; USP 33, 2010). Os parametros avaliados
foram especificidade, linearidade, precisao (repetibilidade e precisdo intermediaria),

exatidao, limite de deteccao, limite de quantificacao e robustez.
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- Linearidade: para validacdo do método, sete concentra¢gbes (8,0; 10,0; 12,0;
14,0; 16,0; 18,0 e 20,0 ug/mL) de ceftriaxona sédica pé liofiizado SQR e da
amostra foram utilizadas. O calculo da regressao linear através dos minimos
quadrados e a ANOVA foi realizado (Tabela 27).

- Seletividade: A seletividade é a capacidade de um método analitico medir a
resposta do analito na presenca de suas potenciais impurezas (ICH, 2005). Para
analise qualitativa de seletividade/especificidade (teste de identificacdo) é
necessario que o teste demonstre compostos com estruturas relacionadas que
podem estar presentes.

A capacidade indicadora de estabilidade do método foi determinada de
modo qualitativo submetendo a solu¢cdo amostra de ceftriaxona sodica po liofilizado
(14 pg/mL) a degradacao acelerada por condi¢des &cida, basica, neutra, oxidativa
e fotolitica para avaliar a interferéncia na quantificacdo de ceftriaxona sédica pé
liofilizado.

A solucado da amostra foi preparada em HCI 0,1 M e NaOH 0,1 M na
hidrélise acida e basica, respectivamente. Ambas as solu¢des foram aquecidas a
70 °C, resfriadas e neutralizadas. Para estudo da condicdo neutra, a amostra
dissolvida em agua foi aquecida a 70 °C. A degradacdo oxidativa foi induzida
dissolvendo a amostra em solucéo de peréxido de hidrogénio 3%, mantendo por 15
minutos a temperatura ambiente. A fotodegradacdo foi induzida expondo as
amostras a luz ultravioleta UVC (200 W h m?) por 48 horas. As hidrélises neutra,

acida e basica também foram avaliadas a temperatura ambiente.

- Precisao : repetibilidade e precisdo (intermétodo) foram determinadas. A
repetibilidade do método foi estudada pelas analises das amostras em seis
determinacdes sucessivas no mesmo dia. Deste modo, os resultados foram obtidos
utilizando as mesmas condi¢cbes experimentais, método, equipamento e analista. A
precisdo intermediaria foi avaliada através de analises executadas por diferentes
analistas e em diferentes dias, usando os mesmos lotes de amostras e método
(Tabela 29).
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A concentracao de ceftriaxona sédica nas amostras foi obtida através da
Equacéo 1:

Ca= (Aa.Csor) / Asor Equacao 1

Em que:

A= Area média absoluta das amostras
Asor = Area média absoluta da SQR
Ca = Concentracédo de ceftriaxona sodica na amostra

Csor = Concentragéo da SQR

O valor percentual de ceftriaxona sodica nas amostras foi calculado pela
Equacéo 2.

C/_\%= (CA].OO)/CT EqanéO 2

Em que:

Ca% = Concentragéo percentual da amostra
Ca = Concentracéo de ceftriaxona sodica encontrado na amostra

C+t = Concentracéo tedrica de ceftriaxona sédica na amostra

- Exatiddo: A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, no
qual quantidade conhecida de padrao foi adicionada a quantidade conhecida de

amostra. As amostras foram preparadas segundo a Tabela 26, em triplicata.
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Tabela 26. Preparo das solucbes para o teste de recuperacdo do método
cromatografico para cefttriaxona sodica po liofilizado

Ceftriaxona sddica  Ceftriaxona sddica SQR  Concentracéo tedrica

amostra (50 pg/mL) (50 pg/mL) final (ug/mL)*
(mL) (mL)
Amostra 1,6 - 8,0
R1 1,6 0,64 11,2
R2 1,6 1,20 14,0
R3 1,6 1,76 16,8
Padréo - 1,60 8,0

*Baldo volumétrico de 10 mL

A percentagem de ceftriaxona sédica recuperada foi calculada pela Equacéo
8 (AOAC, 2002).

%R = [(CR-CA)/CP] x 100

Equacéo 3

Em que:

Cr = concentracdo encontrada da solucdo amostra adicionada de SQR
(Mg/mL)
Ca = concentracdo encontrada da amostra (ug/mL)

Cp = concentracéo tedrica adicionada da solugcéo da SQR (ug/mL)

- Robustez: a robustez do método foi determinada pela variagdo dos parametros
analiticos pH da fase movel, vazao, a porcentagem de acetonitrila, comprimento de
onda e a marca da acetonitrila. As respostas obtidas foram avaliadas quanto ao

coeficiente de variacdo dos valores das areas.

- Limite de deteccao : foi calculado a partir da formula descrita na literatura (ICH,
2005), fundamentada no desvio padrdo do intercepto e na inclinagdo da curva
analitica. Com base no teor calculado, preparou-se experimentalmente a solucao e
analisou-se em triplicata. A férmula usada para o calculo esta representada na

Equacéo 4.
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3,30
Ic Equacéo 4

Em que:
0 = desvio padréo do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica

- Limite de quantificacdo : foi calculado a partir da formula descrita na literatura
(ICH, 2005), fundamentada no desvio padrado do intercepto e na inclinagao da
curva analitica. Com base no teor calculado, preparou-se experimentalmente a
solucdo e analisou-se em trés replicatas. O célculo foi realizado segundo a

equacéo 5.

Lo — 10 o
¢ IC Equacao 5

Em que:
o = desvio padréo do intercepto

IC = inclinacdo da curva analitica

6.3.9 Teste de performance do sistema cromatogréafico

Para assegurar o desempenho do cromatégrafo a liquido antes e
durante a realizagéo das analises, efetuaram-se sete injecdes de ceftriaxona sddica
SQR na concentracao de 14 pg/mL, avaliando o coeficiente de variacdo percentual
dos parametros de assimetria do pico, niumero de pratos, tempo de retencéo e area

do pico do padréo.
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6.3.10 Resultados

O cromatograma tipico obtido pelo método proposto, demonstrando a
resolucdo e a simetria do pico correspondente a ceftriaxona sodica po liofilizado é
demonstrado na Figura 14. O tempo de retencao observado (2,6 minutos) permitiu
rapida determinacdo do farmaco, permitindo a sua aplicagdo em controle de

qualidade.
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Figura 14 . Cromatograma de ceftriaxona sodica SQR pé liofilizado (14 pg/mL)
obtido pelo método cromatografico proposto. Fase movel: acetonitrila: agua (40:60
v/v), pH 7,0 ajustado com TEA. Fase estacionaria: Symmetry C18 Waters (250 x
4,6 mm) 5 ym.

6.3.10.1 Seletividade e estudos de degradacao forcada

A degradacdo forcada foi realizada para obter a indicacdo das
propriedades indicadoras de estabilidade do método analitico de modo qualitativo.
As Figuras 15, 16, 17, 18 e 19 mostram os cromatogramas obtidos apos as
degradacgfes oxidativa, acida, basica, fotolitica e neutra, respectivamente. Assim,
demonstrou-se a seletividade do método proposto para a andlise de produtos

farmacéuticos de ceftriaxona sodica po liofilizado para preparacdes injetaveis.
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Figura 15. Cromatograma de ceftriaxona sddica p0 liofilizado (14 pg/mL) submetida

a degradacdo em meio oxidativo (peroxido de hidrogénio 3%) apos 15 minutos.

Fase movel: acetonitrila: agua (40:60 v/v), pH 7,0 ajustado com TEA. Fase

estacionaria: Symmetry C18 Waters (250 x 4,6 mm) 5 pm.
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Figura 16 . Cromatograma de ceftriaxona sodica p0 liofilizado (14 pg/mL) submetida

a degradacdo em meio acido (HCI 0,1 M) apds 2 horas a 70 °C. Fase movel:

acetonitrila: agua (40:60 v/v), pH 7,0 ajustado com TEA. Fase estacionaria:

Symmetry C18 Waters (250 x 4,6 mm) 5 pym.
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Figura 17. Cromatograma de ceftriaxona sodica po liofilizado (14 pg/mL) submetida
a degradacédo em meio basico (NaOH 0,1 M) apds 24 horas a 70 °C. Fase movel:

acetonitrila: agua (40:60 v/v), pH 7,0 ajustado com TEA. Fase estacionaria:

Symmetry C18 Waters (250 x 4,6 mm) 5 uym.

Tempo zero
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Figura 18. Cromatograma de ceftriaxona sddica po liofilizado (14 pg/mL) submetida

a degradacao na luz ultravioleta UVC no tempo zero e apos 24 horas. Fase movel:

acetonitrila: agua (40:60 v/v), pH 7,0 ajustado com TEA. Fase estacionaria:

Symmetry C18 Waters (250 x 4,6 mm) 5 pym.
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Figura 19. Cromatograma de ceftriaxona sodica po6 liofilizado (14 pg/mL)
submetida a degradacdo em meio neutro (dgua) no tempo zero e apos 24 horas a
70 °C. Fase maovel: acetonitrila: agua (40:60 v/v), pH 7,0 ajustado com TEA. Fase

estacionaria: Symmetry C18 Waters (250 x 4,6 mm) 5 pm.

6.3.10.2 Linearidade

Na Tabela 27 sdo apresentados os valores das areas obtidas pelas

diferentes concentracdes de ceftriaxona sodica SQR.
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Tabela 27. Valores das areas referentes ao pico de ceftriaxona sodica SQR para

construcéo da curva analitica do método cromatogréafico

Concentragéo (ug/mL) Area® (AU) Area média + DP P CV® (%)

655405
8 653056 651207 +5367,94 0,82
645158

834178
10 820847 832238 + 10554,85 1,26
841687

1021624
12 1021266 1024544 + 5370,70 0,52
1030742

1195082
14 1185012 1195654 +10939,91 0,91
1206869

1387674
16 1359815 1374609 * 14009,92 1,01
1376338

1559055
18 1532757 1556070 +21973,23 1,41
1576398

1761380
20 1730767 1752436 + 18860,78 1,07
1765161

2Valor médio de trés determinacdes/ °DP = Desvio padrdo/ °CV = Coeficiente de
variacao

Cada valor médio das areas absolutas obtidas na determinacdo da curva
analitica foram plotados em relacdo a respectiva concentracdo, observando-se

linearidade adequada na faixa de 8 a 20 ug/mL, conforme ilustrado na Figura 20.
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Figura 20. Curva analitica da ceftriaxona sbédica SQR obtida pelo método
cromatografico. Fase movel: acetonitrila:agua (40:60 v/v), pH 7,0 ajustado com

TEA. Fase estacionaria: Symmetry C18 Waters (250 x 4,6 mm) 5 um.

A ANOVA calculada para os dados da curva analitica de ceftriaxona

sbédica SQR é apresentada na Tabela 28

Tabela 28. Analise de variancia dos valores de area determinados na obtencéo da

curva analitica de ceftriaxona sédica SQR, utilizando o método por CLAE

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F F
variacao liberdade Quadrados médio calculado tabelado
Entre 6 2792684157017 465447359503  2596,04* 2,85
concentracdes
Regressédo 1 2791979306432 2791979306432 15572,32* 4.6
linear
Desvio da 5 704850585 140970117 0,79 2,96
Linearidade
Residuo 14 2510076010 179291144
Total 20 2795194233028

*Significativo para p<0,05%
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A analise estatistica comprovou que nao existe desvio significativo da
linearidade das concentracdes utilizadas e que existe regresséao linear nos dados

obtidos, no limite de confianca de 5%.

6.3.10.3 Precisao

A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade (intradia),
expressando-se os resultados com base no coeficiente de variagdo. Seis solugdes
de ceftriaxona sodica SQR preparadas na concentracdo de 14 pg/mL foram
submetidas a analises sucessivas, e os dados obtidos no mesmo dia, sob as
mesmas condi¢cdes experimentais, laboratdrio e analista, forneceram CV de 0,51%.

Para a determinacéo da preciséo interdias realizaram-se analises do
padrdo e da amostra, em trés dias consecutivos, obtendo-se valor experimental de
teor médio de 98,58%, com CV de 1,9%. Na precisédo entre-analistas avaliadas por
dois analistas o valor experimental médio foi de 98,02%, com CV de 1,65%,

conforme demonstrado na Tabela 29.

Tabela 29. Determinacéo da precisao interdias e entre-analistas do método para de

ceftriaxona sddica po liofilizado por CLAE

Interdias Entre-analistas
_ Teor? Teor® CV° _ Teor? Teor? cVP
Amostra Dia Analista
(g/frasco) (%) (%) (g/frasco) (%) (%)
1 0,980 98,04 A 0,991 99,17
1,65
1 2 1,006 100,66 1,90 B 0,968 96,88

3 0,970 97,03

4 média de trés determinagdes
® CV% = coeficiente de variagéo percentual

Patricia Vidal de Aléssio



97

6.3.10.4 Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacao, no
qual quantidade conhecida de padréao foi adicionada a quantidade conhecida de
amostra. Na Tabela 30 sdo apresentados os valores de recuperagéo obtidos para

cada nivel de concentracao testado pelo método cromatografico.

Tabela 30. Determinacdo da exatiddo do método analitico para andlise ceftriaxona

sédica po liofilizado por CLAE

Ceftriaxona sodica  Ceftriaxona sodica  Recuperacdo Recuperagéo CcVP
SOR adicionado SQR encontrado ? (%) média (%)
(Hg/mL) (Hg/mL) (%)
R1 3,2 3,19 99,70
R2 6,0 6,04 100,73 100,43 0,60
R3 8,8 8,87 100,87

% média de trés determinagdes
PCV = coeficiente de variacéo

6.3.10.5 Limites de deteccédo e de quantificacao

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 0,46 pg/mL e o LQ calculado foi
1,4 ug/mL.

6.3.10.6 Robustez

A robustez foi avaliada através de pequenas modificacbes nos
parametros do método, tais como: vazao, pH, concentracdo da acetonitrila da fase
movel, comprimento de onda e marca da acetonitrila. Na execucdo de analises de
sob parametros alterados de modo isolado, os teores obtidos ndo apresentaram

diferenca significativa e os coeficientes de variagdo obtiveram média de 0,85%,
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comprovando a robustez do método proposto, frente aos parametros avaliados,
conforme demonstra a Tabela 31.

Tabela 31. Parametros da avaliacdo da robustez do método analitico para analise

de ceftriaxona sédica por CLAE

. ) ) Ceftriaxona sodica 2  Ceftriaxona cV®
Variavel Faixa Investigada _
(g/frasco) sodica ? (%) (%)
6,5 1,001 100,11
pH da fase mével 7,0 1,001 100,17 0.67
7,5 1,016 101,62
0,5 1,011 101,13
Vaz&o (mL/min) 0,6 1,000 100,03 0,89
0,7 0,993 99,36
35 55,58 100,54
Acetonitrila (%) 40 55,03 100,37 0,49
45 55,65 101,31
239 nm 0,996 99,66
Comprimento 241 nm 1,007 100,71 0,53
de onda 243 nm 1,000 100,01
Marca da J. T. Baker 0,995 99,56 1,60
acetonitrila Tedia 1,018 101,85

% média de trés determinacgdes
PCV = coeficiente de variacéo

6.3.10.7 Adequabilidade do sistema

A adequabilidade do sistema cromatografico foi verificada pela analise
quantitativa, através do calculo dos coeficientes de variacdo da assimetria do pico,
fator de capacidade, numero de pratos da coluna, tempo de retencdo e area do
pico principal de seis replicatas de ceftriaxona soédica SQR. Os resultados obtidos

estao descritos na Tabela 32.
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Tabela 32. Parametros avaliados na analise de adequabilidade do sistema
cromatografico desenvolvido para analise de ceftriaxona sédica

Parametros avaliados

, ) Fator de Tempo de
Assimetria Pratos i
Capacidade retencdo Area
(=£2,0) (>2000)
(>2,0) (min)

1,10 2,12 2404,47 2,50 1191152
1,10 2,11 2385,31 2,50 1215878
1,11 2,15 2445,14 2,50 1207881
1,10 2,13 2423,63 2,48 1237470
1,10 2,10 2481,51 2,49 1247855
1,10 2,12 2404,45 2,50 1227023
Média 1,10 2,13 2424,08 2,50 1221210

CV? (%) 0,37 1,05 1,43 0,33 1,68

4 CV% = coeficiente de variacédo percentual.

6.3.11 Discussao

Dentre os métodos modernos de analise, a cromatografia liquida de alta
eficiéncia ocupa um lugar de destaque devido a sua facilidade em efetuar a
separacéo, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas, por si mesma ou
em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise.

Na cromatografia liquida as espécies que estdo sendo analisadas
sofrem influéncia da fase estacionaria, e ao mesmo tempo as suas propriedades
destas sdo influenciadas pela fase movel. H4 necessidade de combinacdo de
condicbes experimentais como: tipo de coluna, fase mével e sua composicéo,
vazao, temperatura e quantidade de amostra injetada (CIOLA, 1998).

A adequacéao do sistema (system suitability) visa verificar a validacdo do
instrumento e da metodologia analitica simultaneamente e tem como objetivo
mostrar que o método apresenta precisao e exatiddo (LANCAS, 2010).

Embora a ICH ndo estabeleca um numero para este parametro, em

geral considera-se que o nimero de pratos deve ser 2 2000 (FDA, 1999). O fator
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de assimetria do pico cromatografico deve ser < 2 (FDA, 1999). A medida que este
valor aumenta o procedimento de integracdo, e, por conseguinte, a exatiddo e
precisdo do método sdo menos confiaveis (FDA, 1999; USP 33, 2010).

O método proposto cromatogréfico por fase reversa foi validado de
acordo com parametros de validacdo preconizados em guias internacionais (ICH,
2005). A separacao foi alcancada com tempo de corrida de 2,5 min (Figura 21).

O método apresentou regressdo linear significativa na faixa de
concentracéo de 8 a 20 pg/mL, r* = 0,9998. Os dados obtidos para a repetibilidade
e precisao intermediaria apresentaram CV de 0,51% o que mostra a precisdo do
meétodo proposto, destacando-se que a literatura preconiza CV menor ou igual a
2% (SHABIR, 2003). Pode ser observado na Tabela 30, o valor médio experimental
de 100,43%, confirmando exatid&o significativa.

As propriedades indicadoras de estabilidade do método séo avaliadas
por estudos de degradacéo forcada. Todas as condi¢ces avaliadas nos estudos de
degradacdo forcada em diversas condi¢cdes de estresse, 4cida, basica, oxidativa e
fotolitica, para verificar a estabilidade preliminar de ceftriaxona sédica po liofilizado
para solucéo injetavel foi possivel afirmar que houve degradacdo do farmaco e a
presenca de produtos de degradacao nas Figuras 15,16 el7.

Os valores calculados para o limite de deteccéo (LD) e para o limite de
quantificacdo (LQ) de 0,46 e 1,4 pg/mL, respectivamente, indicam a capacidade do
método para detectar e quantificar com confiabilidade ceftriaxona sédica po6
liofilizado para preparacfes injetaveis.

A robustez foi avaliada pelos parametros de modo isolado e confirmou a
robustez do método (Tabela 31). Por sua vez, os dados obtidos na verificagdo da
adequabilidade do sistema cromatografico (Tabela 32) mostraram que o
equipamento e as condicbes do meétodo sdo adequados para assegurar a
confiabilidade dos resultados, estando de acordo com a literatura, a qual sugere
gue a assimetria do pico deve ser < 2, o fator de capacidade > 2 e o niumero de
pratos > 2000.

Em geral, também €& adotado como critério valor de CV% < 2% para
todos os parametros testados (FDA, 1999; ICH, 2005; USP 33, 2010).

Portanto, o método proposto cumpre com 0s requisitos preconizados
pela literatura oficial, podendo ser empregado para analise de ceftriaxona sédica p6

liofilizado na industria farmacéutica.
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O método apresenta vantagens em relacdo aos encontrados em
farmacopeias para a determinagdo de ceftriaxona sodica em pé liofilizado para
preparacao injetavel, uma vez que ndo emprega tampdes na fase movel, a vazéo
utilizada é menor e a fase movel € muito simples, baixo custo e baixa geracdo de
residuos. Estas vantagens associadas a alta exatidao e precisao, tornam o método
adequado para o uso rotineiro no controle de qualidade.
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7.1 Analise comparativa dos métodos

E frequentemente necessaria a comparacdo de métodos para
determinar se a variabilidade dos procedimentos difere de forma significativa. Os
ensaios de comparacdo devem prover dados suficientes para provar a sua
equivaléncia em um determinado intervalo (USP33, 2010).

Com o objetivo de estabelecer a comparagdo entre os métodos
propostos para determinacao de ceftriaxona sodica foi realizada analise estatistica
dos teores médios de ceftriaxona sédica obtidos pelos diferentes métodos usando
andlise de variancia (ANOVA). Os resultados obtidos na determinacdo quantitativa
de ceftriaxona soédica, pelos métodos propostos neste trabalho, encontram-se na
Tabela 33.

Tabela 33. Avaliacdo comparativa dos teores médios obtidos nos trés métodos
validados usando espectrofotometria na regido do ultravioleta, doseamento

microbiolégico pelo método por difusdo em agar e CLAE

Métodos
Amostra CLAE Ultravioleta  Difusdo em agar
1 100,66% 100,10% 100,15%
2 98,04% 99,11% 97,23%

Tabela 34. Analise da variancia dos resultados obtidos no doseamento de

ceftriaxona sodica, pelos métodos propostos

Fontes de Graus de Soma de Quadrado F F
variagao liberdade  Quadrados médio calculado tabelado
Tratamentos 2 0,8919 0,445 0,16 9,55
Residuo 3 8,18545 2,7284
Total 5 9,0773
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7.2 Discussao

Os resultados obtidos através de ANOVA demonstram ndo haver
diferenca significativa entre os métodos propostos, para o nivel de significancia de
5%. Desta forma, os métodos validados sdo equivalentes, ou seja, o0 resultado
comprova que os métodos sdo intercambidveis, sendo adequados para a
determinacao quantitativa do farmaco em po liofilizado para preparacdes injetaveis.

Os resultados mostraram que os valores calculados de F e t nédo
excederam o valor tedrico com 95% de confianca (RODRIGUES, 1986). Estes
resultados indicam que o método proposto ndo difere significativamente do método
oficial, ou seja, néo existe diferenca entre os métodos analisados.

Todos os métodos foram validados em relacdo aos parametros
estabelecidos em regulamento oficiais, e apesar de demonstrarem
intercambialidade, cada método possui caracteristicas proprias. Entretanto, alguns
meétodos sdo mais especificos e adequados para analise de rotina em laboratorios.

O meétodo espectrofotométrico € simples, de facil execucédo e de custo
reduzido, mas pode nao ser especifico para determinar e quantificar possiveis
produtos de degradacao na amostra.

Os ensaios microbiologicos sado importantes, pois fornecem informacéao
sobre a poténcia do produto farmacéutico, devendo ser aplicados em paralelo com
métodos fisicos, a fim de assegurar a eficacia terapéutica de antimicrobianos,
entretanto, necessitam de maior tempo de execucao.

O meétodo cromatografico é especifico e apropriado para determinacéo
de produtos de degradacdo e impurezas. No entanto, possui alto custo e maior
formacéo de residuos.

O desenvolvimento de métodos analiticos para o controle de qualidade
de farmacos e medicamentos envolve a busca constante da confiabilidade dos
resultados, visto que as analises efetuadas sdo determinantes para a liberacdo ou
rejeicdo de um produto farmacéutico.

Essa confiabilidade é alcancada a partir da validacdo dos métodos
analiticos. A validacdo de um método analitico tem como objetivo demonstrar que o
mesmo é adequado para a analise pretendida. As caracteristicas de desempenho
do método satisfazem as exigéncias para a aplicagdo analitica pretendida (RILEY &
ROSANSKE, 1996).
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8. Conclusodes

No presente trabalho foi possivel desenvolver e validar novos métodos
para determinacdo quantitativa de ceftriaxona sodica em po liofilizado para
preparacdes injetaveis, verificando-se a importancia dos parametros de validacéo
realizados para a aceitabilidade de cada novo método proposto.

Os métodos para as analises qualitativas permitiram caracterizar o
farmaco através dos métodos por espectrofotometria nas regides do infravermelho
e ultravioleta, mostrando-se adequados para a identificacdo do farmaco no produto
farmacéutico.

As determinagfes de faixa de fusdo, umidade, solubilidade e caracteres
fisicos permitiram verificar a possivel presenca de impurezas na SQR. A partir dos
resultados obtidos, foi possivel conhecer algumas caracteristicas da ceftriaxona
sddica, sendo possivel estabelecer bases para identificacdo de ceftriaxona sodica
em produtos farmacéuticos.

O meétodo por cromatografia liquida de alta eficiéncia demonstrou ser
preciso, linear, exato, robusto fornecendo resultados de acordo com o0s parametros
preconizados para avaliacdo de farmacos em produtos farmacéuticos.

O método microbioldgico por difusdo em Agar foi validado e apresentou
parametros adequados para determinacdo de poténcia de ceftriaxona sodica. O
método microbiolégico mostrou-se capaz de quantificar o farmaco em po liofilizado
através da sua atividade frente ao micro-organismo utilizado.

O método espectrofotométrico na regido do ultravioleta demonstrou ser
especifico, preciso, exato e robusto, estando de acordo com 0s parametros
preconizados na legislacdo para avaliacdio de farmacos em produtos
farmacéuticos.

A comparacdo dos métodos propostos para determinacdo quantitativa
de ceftriaxona sodica por CLAE, método microbiolégico por difusdo em agar,
espectrofotometria nas regibes do ultravioleta n&o apresentou diferenca
estatisticamente significativa.

Os métodos desenvolvidos e validados no presente trabalho contribuem
para estabelecer bases para progressivos trabalhos cientificos de correlacao fisico-
quimica e biologica e procedimentos importantes para aprimorar o controle de
qualidade, garantindo a seguranca e eficacia terapéutica da ceftriaxona sddica em
po liofilizado para preparacgdes injetaveis.
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