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RESUMO

A cefalotina (CET) € um antimicrobiano B-lactdmico semi-sintético, bactericida e representa o
protétipo das cefalosporinas, pertencente a classe da primeira geracdo. As cefalosporinas
apresentam um espectro de atividade mais amplo do que as penicilinas e s@o amplamente
prescritas. Poucos métodos analiticos s@o descritos na literatura para a analise de CET, e ao
nosso conhecimento, nenhum método rapido e indicativo de estabilidade por cromatografia
liquida para este composto foi publicado anteriormente. Foi desenvolvido um método
indicativo de estabilidade por cromatografia liquida em fase reversa para determinacdo
quantitativa de CET, na presenca de impurezas e produtos de degradagdo gerados a partir dos
estudos de degradagdo forgada em amostras de pod liofilizado para inje¢do. O método
desenvolvido ¢ também aplicavel para a determina¢do de substincias relacionadas em
matéria-prima ¢ em formas farmacéuticas. A separacdo cromatografica foi obtida com a
coluna Agilent Eclipse XDB-Phenyl, de 250 mm x 4,6 mm, 5 um, em fase movel composta
por uma mistura das solu¢des A (tampao fosfato de amoénio, pH 4,5) e B (acetonitrila), no
modo de elui¢do gradiente. A vazao utilizada foi de 1,0 mL/min e o comprimento de onda 238
nm. O farmaco foi submetido a condi¢des de estresse por hidrdlise, oxidacdo, fotolise,
umidade e degradagdo térmica. Obteve-se degradagdo consideravel nas condigdes de hidrolise
alcalina, 4cida e estresse oxidativo. No método desenvolvido por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), a resolucdo entre CET e os seus potenciais produtos de degradacdo foi
maior que 2.,4; além disso, a pureza de pico de CET em todas as condi¢des foi maior que 99%,
demonstrando o poder indicativo de estabilidade do método. A impureza B
(desacetilcefalotina) que ¢ um metabdlito menos ativo da CET foi identificada e apresentou
formagdo significativa, especialmente na condi¢do alcalina. Este método ¢ capaz de detectar
os produtos de degradacdo de CET a 0,05% em relacdo a concentragdo nominal do ensaio
(500 pg/mL), para um volume de injecdo de 10 pL. O intervalo de concentragdo obtido foi de
250 a 750 pg/mL, a exatiddo de 99,41%, teor de 99,72% e tempo de retengdo médio foi de
14,8 minutos. O método por CLAE desenvolvido foi validado em relagdo a linearidade,
exatiddo, precisdo, especificidade, limite de quantificagdo, limite de deteccdo e robustez, de
acordo com as guias do ICH e com a legislacdo brasileira. Este método pode ser aplicado para
avaliar a qualidade de amostras de cefalotina matéria-prima, produto acabado e para estudos
de estabilidade.

Palavras-chave: cefalotina, cefalosporina, produtos de degradagdo, cromatografia liquida,

indicativo de estabilidade, validacao.



ABSTRACT

Cephalothin (CET) is a semi-synthetic B-lactam antimicrobial compound, bactericidal, and it
represents the prototype of cephalosporins, which belongs to the first-generation class.
Cephalosporins present a larger spectrum of activity than penicillins and they are widely
prescribed. Few analytical methods are described in the literature for the analysis of CET and
to our knowledge rapid stability-indicating liquid chromatography (LC) methods for this
compound have not been published elsewhere. A stability-indicating gradient reversed phase
liquid chromatography (RP-LC) method has been developed for the quantitative
determination of CET, in the presence of its impurities and degradation products generated
from forced degradation studies, in samples of lyophilized powder for injection. The
developed method is also applicable for the related substances determination in bulk drugs
and pharmaceutical forms. The chromatographic separation was achieved on an Agilent
Eclipse XDB-Phenyl, 250 mm x 4.6 mm, 5 pm column with mobile phase containing a
gradient mixture of solutions A (aqueous ammonium phosphate buffer, pH 4.5) and B
(acetonitrile) as mobile phase. The flow rate was 1.0 mL/min and the detection wavelength
was 238 nm. The drug substance was subjected to stress conditions of hydrolysis, oxidation,
photolysis, humidity and thermal degradation. Considerable degradation was found to occur
in base, acid and oxidative stress conditions. In the developed high performance liquid
chromatography (HPLC) method, the resolution between CET and its potential degradation
products was found to be greater than 2.4, further, the peak purity of CET in all conditions
were more than 99% proving the stability-indicating power of method. The less active
metabolite of CET, desacetylcephalothin (impurity B), was identified and is showed
significant formation especially in alkaline condition. This method is able to detect the
degradation products of CET at a level of 0.05% with respect to test concentration of 500
pg/mL for a 10 pL injection volume. The concentration range obtained was 250 to 750
pg/mL, accuracy of 99.41%, content of 99.72% and average retention time of 14.8 minutes.
The HPLC method developed was validated with respect to linearity, accuracy, precision,
specificity, limit of quantitation, limit of detection and robustness, according to ICH
guidelines and Brazilian legislation. This method can be applicable to evaluate the quality of

the drug substance, product samples as well as for stability studies of cephalothin.

Keywords: cephalothin, cephalosporin, degradation products, liquid chromatography,

stability-indicating, validation.
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1. INTRODUCAO

Os medicamentos vém sendo cada vez mais um motivo de preocupacdo ¢ de inimeras
pesquisas realizadas mundialmente, sobretudo em relacdo ao controle de qualidade. Neste
contexto, ¢ de extrema importancia o desenvolvimento de métodos analiticos confidveis para
o controle de qualidade de medicamentos comercializados (PARISOTTO et al., 2005).

A seguranca e a eficacia de produtos farmacéuticos sdo duas questdes de importancia
fundamental na terapéutica medicamentosa. As impurezas presentes nos farmacos e produtos
acabados podem apresentar efeitos farmacoldgicos e toxicologicos indesejaveis. O
monitoramento e controle das impurezas de maneira eficaz auxiliam na garantia da qualidade
e seguranca de um medicamento (RAO; NAGARAJU, 2003).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a estabilidade farmacéutica ¢
descrita como a capacidade do medicamento em manter suas propriedades quimicas, fisicas e
microbiologicas, dentro dos limites especificados, durante todo o seu prazo de validade
(WHO, 1996).

Atualmente, a maioria das determinag¢des de impurezas relacionadas ¢ realizada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), que oferece a sensibilidade desejada para
determinagdes em niveis muito baixos e com elevado grau de automacgdo. Uma grande
variedade de fases estaciondrias e modos de operagdo de CLAE aplicam-se a determinagdo
em diversas classes de farmacos. Em relagdo a analise de antimicrobianos, muitos dos
métodos utilizados se baseiam nesta técnica (RAO; NAGARAIJU, 2003), além do mais, as
analises por CLAE tendem a ser mais rapidas que os métodos microbioldgicos.

No desenvolvimento de métodos, os estudos de degradacdo forcada sdo realizados
para demonstrar a especificidade do método, principalmente quando ha pouca informagao
disponivel sobre os potenciais produtos de degradagdo do farmaco em andlise (REYNOLDS
et al., 2002). A degradacdo forcada pode ser definida como uma degradagdo que ¢ realizada
no farmaco e no medicamento em condigdes mais severas do que as condi¢des utilizadas nos
estudos de estabilidade acelerada. Fornece uma visao sobre vias de degradagdo e produtos de
degradacdo do farmaco, colaborando também na elucidacdo da estrutura dos produtos de
degradacdo (BLESSY et al., 2014).

A cefalotina sodica ¢ classificada como um antimicrobiano cefalosporinico de

primeira geragdo. As cefalosporinas atuam por inibi¢ao da sintese de parede celular bacteriana
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e apresentam um espectro de atividade mais amplo que as penicilinas por serem mais estaveis
a muitas B-lactamases bacterianas (SADER; JONES, 1992; KATZUNG, 2005). Esta ¢ a
classe de antimicrobianos p-lactdmicos mais amplamente prescrita e comercializada
(WALSH, 2003).

A cefalotina foi a primeira cefalosporina disponivel para uso clinico nos EUA e é mais
ativa contra cocos Gram-positivos, incluindo estafilococos oxacilina-sensiveis e
Streptococcus spp, além de possuir atividade moderada contra alguns bacilos Gram-negativos
(SADER; JONES, 1992). E indicada no tratamento de infec¢des de pele e tecidos moles
(BRASIL, 2007).

Considerando a relevancia das cefalosporinas na terapia medicamentosa, neste caso
em especial a cefalotina sddica, assim como a importdncia de métodos indicativos de
estabilidade para a verificagdo de produtos de degradacio em medicamentos, o objetivo
principal deste trabalho foi o desenvolvimento de método indicativo de estabilidade para este
farmaco na forma farmacéutica pd liofilizado para solugdo injetavel, j& que, embora existam
varios métodos analiticos descritos na literatura para a CET, ndo havia nenhum método
indicativo de estabilidade.

A importancia de se desenvolver métodos indicativos de estabilidade esta relacionada
ao fato de que nem todos os métodos de doseamento descritos nas monografias oficiais sdo
adequados para a determinacdo da estabilidade, j& que em alguns ndo se pode diferenciar o
farmaco na presenga de seus produtos de degradagdo, o que caracteriza uma falta de
especificidade do método analitico quando utilizado para este fim. Sendo assim, o principal
objetivo de um método indicativo de estabilidade ¢ monitorar tanto o teor do farmaco quanto
a formac¢do de produtos de degradag¢do no produto final durante os estudos de estabilidade,
requisito necessario para o registro ou renovacdo de registro de medicamentos, e prestar-se
também para o controle de qualidade.

A farmacopeia europeia (2011) descreve o doseamento e a determinagdo das
substancias relacionadas na matéria-prima cefalotina sddica por CLAE, porém, sdo utilizados
dois métodos separados, um para o doseamento da cefalotina sdédica, e o outro para a
determinagdo das substincias relacionadas, sendo que este ultimo apresenta um longo tempo

de corrida cromatografica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Desenvolver e validar método analitico com degradagdo for¢ada (método indicativo de
estabilidade) para o doseamento de cefalotina sddica em pd liofilizado para solucdo injetavel
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), utilizando o detector ultravioleta com

arranjo de diodos (UV/DAD).

2.2. Objetivos especificos

e Desenvolver e validar método de andlise de cefalotina sddica na presenga de seus
produtos de degradag@o em p¢ liofilizado para solucdo injetavel por meio de CLAE.

e Caracterizar e estudar a degradagdo forgada para o ativo cefalotina sédica.

e Identificar e separar a principal impureza conhecida da CET (impureza B), um
metabolito menos ativo, a desacetilcefalotina.

e Separar cromatograficamente todos os produtos de degradacdo da cefalotina.

e Quantificar, em area %, os produtos de degradagdo, por meio de sua area individual

porcentual.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Cefalosporinas

As cefalosporinas sdo classificadas como antimicrobianos B-lactimicos, juntamente
com as penicilinas, cefamicinas, carbapenémicos, monobactdmicos e inibidores de f-
lactamases (RANG; DALE; RITTER, 2001; DeLUCIA et al., 2007). Os antimicrobianos [-
lactamicos sdo amplamente prescritos, apresentam estrutura € mecanismo de a¢do comuns, €
atuam inibindo a sintese de parede celular bacteriana (HARDMAN; LIMBIRD, 2003), sao,
portanto, antimicrobianos bactericidas (REESE; BETTS; GUMUSTOP, 2000). Na Figura 1,

estdo representados os antimicrobianos f-lactdmicos.

Figura 1 - Antimicrobianos B-lactdmicos — penicilinas, cefalosporinas,

monobactamicos, carbapenemos e inibidores da -lactamase (4cido clavulanico e sulbactam)
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Fonte:GOLAN et al., 2012.

Segundo Katzung (2005), os antimicrobianos do grupo das cefalosporinas sdo
frequentemente utilizados na medicina humana para tratamento de infec¢cdes causadas por
micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos. Continuam sendo medicamentos de
interesse, ja que sdo seguros, ativos contra Staphylococcus aureus produtores de penicinilase

(REESE; BETTS; GUMUSTOP, 2000), e podem ser usados como alternativa em pacientes
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com alergias as penicilinas, ndo mediadas por IgE (REESE; BETTS; GUMUSTOP, 2000;
DeLUCIA, 2007).

As cefalosporinas s3o semelhantes as penicilinas considerando-se os aspectos
quimicos, 0 mecanismo de acdo e a toxicidade. Apresentam um espectro de atividade mais
amplo que as penicilinas por serem mais estaveis a muitas -lactamases bacterianas, porém
ndo apresentam atividade contra enterococos e Listeria monocytogenes (HARDMAN;
LIMBIRD, 2003; KATZUNG, 2005).

As cefalosporinas apresentam eficcia terapéutica tanto como agentes terapéuticos
quanto profilaticos (HARDMAN; LIMBIRD, 2003). Sdo antimicrobianos eficazes no
tratamento de muitas infecgdes no trato respiratdrio, dos ossos e da pele, sendo a primeira

escolha para infec¢des causadas por Klebsiella (De LUCIA, 2007).

3.1.1 Historia

A descoberta das cefalosporinas teve seu inicio durante a Segunda Guerra Mundial,
quando Giuseppe Brotzu, professor do Instituto de Higiene da Universidade de Cagliari na
Italia, pesquisava fungos semelhantes ao Penicillium que apresentassem capacidade de
produzir substincias antibacterianas (TAVARES, 1999).

A primeira fonte das cefalosporinas foi o fungo Cephalosporinum acremonium,
isolado em 1948, no mar proximo a uma saida de esgoto na costa da Sardenha, e os filtrados
nao purificados destas culturas inibiam o crescimento do S. aureus in vitro € promoviam a
cura de infecgdes estafilococicas e da febre tifdoide no homem (KALANT; ROSCHLAU,
1991; HARDMAN; LIMBIRD, 2003; DeLUCIA et al., 2007). Os trabalhos realizados com
este fungo levaram a identificagcdo de trés antibidticos diferentes, denominados como
cefalosporinas N, C e P. As cefalosporinas N e C sdo quimicamente relacionadas a penicilina
e cefalosporina P ¢ um antibidtico esteréide semelhante ao 4cido fusidico (RANG; DALE;
RITTER, 2001).

A cefalosporina C foi descoberta em 1953 por Newton e Abraham, e revelou-se um
antibidtico com fraca acdo antimicrobiana, porém de amplo espectro de agdo e sem
suscetibilidade a agdo da penicilinase estafilococica, mostrando-se como um agente
completamente novo (TAVARES, 1999). A partir do isolamento do ntcleo da cefalosporina

C, o &cido 7-aminocefalosporanico (7-ACA), juntamente com acréscimos das cadeias laterais,
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foram produzidas as cefalosporinas semi-sintéticas que apresentam atividade antibacteriana

muito superior ao composto original (HARDMAN; LIMBIRD, 2003).

3.1.2 Quimica

A estrutura das cefalosporinas, assim como das penicilinas, possui um anel f-
lactamico contendo um anel de diidrotiazina com 4cido d-alfa-aminoadipico (HEIM et al.,
1984; BAYER et al., 1989; PATIL; JACOB, 2012). O acido 7-aminocefalosporanico, nucleo
das cefalosporinas, também conhecido como ntucleo cefémico, ¢ semelhante, porém nao
idéntico ao 4cido 6-aminopenicilamico, nucleo da penicilina (KALANT; ROSCHLAU, 1991;
KATZUNG, 2005), representados na Figura 2. Assim como nas penicilinas, o anel -
lactamico € o responsavel nas cefalosporinas pela atividade antibacteriana, instabilidade em
meio dacido, reagdes de hipersensibilidade e suscetibilidade a agdo das P-lactamases

(KALANT; ROSCHLAU, 1991).

Figura 2 - Estrutura do acido 6-aminopenicilanico (penicilinas) e do ntcleo do acido 7-
aminocefalosporanico ou nucleo cefémico (cefalosporinas). A = anel diidrotiazinico; B = anel

B-lactamico

S
S_ _CH R—C—NH-{-=
T i 1
NH,—CH—CH C__ I T‘E @
| | “CHg O of A p.
0=C—N——CH—COOH C00- v
Acido 6-aminopenicilanico Nucleo cefémico

Fonte: adaptado de HARDMAN; LIMBIRD, 2003.

E notavel que os grupos R1 e R2 sejam responsaveis pela diversidade das
cefalosporinas e pela boa atividade terapéutica aliada a baixa toxicidade, ja que a atividade
antimicrobiana intrinseca das cefalosporinas naturais ¢ conhecida como baixa (KATZUNG,
2005). Sao agentes hidrossoluveis, ocorrendo variacdo na sensibilidade as [-lactamases

(RANG; DALE; RITTER, 2001). As cefalosporinas sdo antibidticos menos toxicos e de
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amplo espectro quando comparados a agdo da ampicilina (HEIM et al., 1984; BAYER et al.,
1989).

A presenga do anel B-lactdmico intacto € essencial para a atividade antimicrobiana das
cefalosporinas (JACOB; PATIL, 2012). De acordo com Tavares (1999), substituicdes
realizadas na cadeia lateral ligada ao carbono 3 do anel diidrotiazinico sdo responsaveis pela
alteracdo das propriedades farmacocinéticas, ja as modificagdes no anel B-lactdmico, ou
préximas ao anel, aumentam ou diminuem as resisténcias as -lactamases e, por conseguinte,
substituicdes feitas mais distantes do nucleo, na cadeia lateral ligada ao carbono 7, podem

afetar as propriedades farmacologicas e antibacterianas.

3.1.3 Mecanismo de acio

As cefalosporinas atuam por inibi¢do da sintese de parede celular bacteriana, a qual ¢
indispensavel para o desenvolvimento e crescimento normais nas bactérias. Um dos seus
componentes ¢ o peptideoglicano (mureina, mucopeptidio), sendo este o responsavel pela
estabilidade mecanica rigida da parede celular devido a sua estrutura entrelagada com alto
indice de liga¢do cruzada (HARDMAN; LIMBIRD, 2003). As cefalosporinas e as penicilinas
se ligam ao local ativo das enzimas transpeptidases, responsaveis pela transpeptidagdo, que
efetuam as ligacdes cruzadas das cadeias peptidicas ligadas ao arcabougo do peptideoglicano,
impedindo a formagdo destas ligagdes (KALANT; ROSCHLAU, 1991; RANG; DALE,;
RITTER, 2001; DeLUCIA, 2007; GOLAN et al., 2012), ocorre especificamente a inibi¢do da
ligacdo cruzada dos polimeros de mureina (GOLAN et al., 2012). A morte celular deve-se a
inativacdo de um inibidor de enzimas autoliticas (autolisinas) na parede celular (RANG;
DALE; RITTER, 2001). No entanto, as cefalosporinas e penicilinas sdo, via de regra,
bactericidas somente para as bactérias em divisdo ativa, ou seja, que estejam em crescimento
ativo e sintetizando a parede celular (KATZUNG, 2005; GOLAN et al., 2012).

Em resumo, o mecanismo de agdo das cefalosporinas, assim como das penicilinas,
pode ser descrito pela interferéncia na sintese de peptideoglicanos da parede celular

bacteriana (RANG; DALE; RITTER, 2001).
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3.1.4 Classificacido das cefalosporinas

Com a evolugdo das cefalosporinas € o conhecimento de suas diversas propriedades,
principalmente no que diz respeito ao espectro de atividade, esta classe de antimicrobianos foi
dividida em cinco diferentes geragdes (KALANT; ROSCHLAU, 1991). Geralmente, os
compostos de primeira geracdo possuem melhor atividade contra micro-organismos Gram-
positivos, enquanto os de geragdes mais avangadas apresentam maior atividade contra os
aerdbios Gram-negativos (KATZUNG, 2005; EL-SHABOURY et al., 2007) e diminui¢do da
atividade antiestafilococica (DeLUCIA, 2007).

De acordo com Patil e Jacob (2012), dados recentes mostram que mais de 20
cefalosporinas foram aprovadas pela Food and Drug Administration (FDA) dos Estados
Unidos e novos agentes continuam a aparecer, visto que esta classe de antimicrobianos possui
um excelente perfil de seguranca e uma estrutura basica que permite numerosas modificagdes
moleculares, resultando, portanto, em diversas substidncias com diferentes espectros de
atividade antimicrobiana.

Deve-se ressaltar que as cefalosporinas, em geral, podem ser utilizadas em pacientes
com alergia ndo potencialmente fatal as penicilinas. Todavia, as cefalosporinas podem causar
reagdes de hipersensibilidade e devem ser evitadas em pacientes com hipersensibilidade

conhecida a esses farmacos (GOLAN et al., 2012).

3.1.4.1 Cefalosporinas de primeira gerac¢io

As cefalosporinas de primeira geragdo s3o muito ativas contra pneumococos,
estreptococos (exceto os enterococos) e estafilococos, porém ndo sdo ativas contra
estafilococos resistentes a meticilina (KALANT; ROSCHLAU, 1991; HARDMAN;
LIMBIRD, 2003; KATZUNG, 2005).

Segundo Hardman e Limbird (2003), as cefalosporinas de primeira geragdo
apresentam atividade moderada contra as bactérias Gram-negativas, e sdo ativas contra a
maioria dos anaerdbios de cavidade oral, exceto o grupo do Bacteroides fragilis. Apresentam
atividade satisfatoria contra Moraxella catarrhalis, E. coli, Klebsiella pneumoniae ¢ Proteus
mirabilis. Esses agentes mostram-se sensiveis a muitas -lactamases, porém sdo resistentes a
B-lactamase de K. pneumoniae codificada por cromossomo e a f-lactamase estafilocdcica

comum. Tanto a cefalexina quanto a cefazolina sdo utilizadas no tratamento de infec¢des da
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pele dos tecidos moles; a cefazolina também ¢ utilizada para profilaxia cirtirgica (GOLAN et

al., 2012). As cefalosporinas de primeira geragao estio representadas na Figura 3.

Figura 3 - Cefalosporinas de primeira geracdo (cefalotina, cefalexina, cefazolina, cefradina,

cefapirina e cefadroxila).
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Fonte: MERCK, 2014.

3.1.4.2 Cefalosporinas de segunda geracio

As cefalosporinas de segunda geracdo (Figura 4) apresentam maior resisténcia as [3-
lactamases que as cefalosporinas de primeira gerag¢do, no entanto, possuem um espectro de
acdo antimicrobiano mais amplo, cobrindo micro-organismos Gram-negativos (DeLUCIA,
2007). Nao apresentam atividade anaerobicida, com excecdo da cefoxitina. O principal uso

clinico desta classe ¢ em infec¢des respiratérias (FUCHS; WANNMACHER, 2012).
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As cefalosporinas de segunda geragdo podem ser divididas em dois grupos: a
cefuroxima, representante do primeiro grupo, possui atividade aumentada contra H. influenzae
em comparacdo com as cefalosporinas de primeira geracdo; o cefotetano e a cefoxitina,
representantes do segundo grupo, exibem atividade aumentada contra Bacteroides. Devido a
estas caracteristicas, a cefuroxima ¢ frequentemente utilizada no tratamento da pneumonia,

enquanto o cefotetano € prescrito no tratamento de infecgdes intra-abdominais e pélvicas
(GOLAN etal., 2012).

Figura 4 - Cefalosporinas de segunda geragéo (cefaclor, cefamandol, cefuroxima, cefoxitina,

loracarbef, cefonicida, cefotetano e ceforanida).
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3.1.4.3 Cefalosporinas de terceira geraciao

As cefalosporinas de terceira gera¢do apresentam maior atividade contra bacilos
Gram-negativos anaerdbios que as cefalosporinas de geracdes anteriores. Sao amplamente
utilizadas para o tratamento de meningites devido a sua excelente penetracdo no sistema

nervoso central (diferentemente das geracdes anteriores) e agdo contra Streptococcus
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prneumoniae, Neisseria meningitidis ¢ Haemophilus influenzae (DeLUCIA, 2007). Estio
representadas na Figura 5 as cefalosporinas de terceira geragao.

As cefalosporinas de terceira mostram-se altamente ativas contra Enterobacteriaceae
(E. coli, Proteus indol-positivo, Klebsiella, Enterobacter, Serratia e Citrobacter). Os usos
comuns incluem tratamento das infec¢des das vias respiratorias inferiores, infeccdo
gonocdcica ndo-complicada e endocardite (GOLAN et al., 2012). A ceftriaxona constitui
atualmente a terapia de escolha para todas as formas de gonorreia (HARDMAN; LIMBIRD,
2003).

A ceftazidima tem seu espectro de ag¢do diferente dos outros agentes pela sua atividade
antipseudomonas significativa e atividade minima contra micro-organismos Gram-positivos.
E utilizada principalmente no tratamento de infec¢des bacterianas Gram-negativas
hospitalares e infec¢des por P. aeruginosa (GOLAN et al. 2012). O uso excessivo pode
provocar resisténcia bacteriana (REESE; BETTS; GUMUSTOP, 2000).

Figura 5 - Cefalosporinas de terceira geracio (cefetamete pivodoxila, cefixima, cefpodoxima

proxetil, cefoperazona, cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona).
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3.1.4.4 Cefalosporinas de quarta geracio

A cefepima ¢ um exemplo de cefalosporina de quarta geracdo atualmente disponivel,
mostra-se altamente ativa contra Enterobacteriaceae, Neisseria, H. influenzae e contra micro-
organismos Gram-positivos, além disso, também ¢ ativa contra P. aeruginosa. A cefepima
também ¢ mais resistente as B-lactamases de Enterobacter codificadas por cromossomos do
que as cefalosporinas de terceira geracdo (KATZUNG, 2005; GOLAN et al., 2012).
Entretanto, ao contrario da ceftazidima (3* geracdo), a cefepima ndo ¢ aprovada para o
tratamento da meningite devido a um efeito adverso incomum que consiste no
desenvolvimento de auto-anticorpos contra antigenos eritrocitarios, tipicamente sem hemolise
significativa (GOLAN et al., 2012).

As cefalosporinas de quarta gera¢do sdo indicadas para o tratamento de infec¢des
hospitalares que apresentam resisténcia aos antimicrobianos por B-lactamases de espectro
ampliado ou por B-lactamases induzidas por cromossomos (HARDMAN; LIMBIRD, 2003).

Estdo representadas na Figura 6 as cefalosporinas de quarta geragao.

Figura 6 - Cefalosporinas de quarta geracdo (cefepima e cefpiroma).
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Fonte: MERCK, 2014.

3.1.4.5 Cefalosporinas de quinta geracio

As cefalosporinas de quinta geracdo sdo representadas pelos antimicrobianos
ceftobiprol e ceftarolina (Figura 7). O ceftobiprol apresenta amplo espectro de acdo e tem
atividade contra Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), Streptococcus
prneumoniae resistentes a penicilina, Enterococcus faecalis, Citrobacter sp., Escherichia coli,

Enterobacter sp., Klebsiella sp., Serratia marcescens e Pseudomonas aeruginosa. Seu uso foi
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aprovado para tratamentos de infec¢des cutineas, inclusive de pé diabético. A ceftarolina
também possui espectro ampliado com atividade anti-MRSA, além de atividade contra S.

prneumoniae, incluindo as resistentes as penicilinas (FUCHS; WANNMACHER, 2012).

Figura 7 - Cefalosporinas de quinta geragdo (ceftobiprol e ceftarolina).
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3.1.5 Resisténcia bacteriana a cefalosporinas

A resisténcia bacteriana a cefalosporinas pode estar relacionada a diversos fatores
como: a incapacidade do antimicrobiano em atingir seus sitios de acdo; a modificagdes nas
proteinas de ligacdo da penicilina que sdo alvos das cefalosporinas, reduzindo-se a afinidade
da ligacdo; e a B-lactamases (enzimas bacterianas) que inativam a cefalosporina por clivagem
(hidrdlise) do anel pB-lactimico, sendo este ultimo o mais prevalente (HARDMAN;
LIMBIRD, 2003). J& foram identificadas mais de 100 B-lactamases distintas, ¢ cada uma delas
apresenta atividade contra determinado B-lactdmico ou grupo de B-lactdmicos (GOLAN et al.,
2012). Na Figura 8, pode-se observar o local de clivagem da ligag¢do B-lactamica.

A resisténcia bacteriana aumentou devido a codificacdo das [-lactamases por
plasmidios ou cromossomos, ja que quase todas as bactérias Gram-negativas possuem um
gene que codifica uma P-lactamase que ¢ mais ativa na hidrolise das cefalosporinas do que
nas penicilinas (RANG; DALE; RITTER, 2001; SWEETMAN, 2009). A codificacdo de B-
lactamases por plasmidios possui elevada importancia clinica, j4 que os plasmidios sdo
transferidos por conjugacdo de uma bactéria para outra, e assim, a resisténcia conferida pelo
plasmidio pode ser facilmente propagada através de uma populagdo de bactérias, além disso,
os plasmidios podem também disseminar a resisténcia de uma cepa de bactérias para outra.

Algumas bactérias, como Klebsiella pneumoniae e E. coli, podem produzir -lactamases de

Karen de Souza Rugani



Revisdo bibliografica 35

espectro ampliado, tornando-as resistentes a maioria dos B-lactdmicos, inclusive penicilinas,
cefalosporinas € o monobactdmico aztreonam. Em outras bactérias, como espécies de
Enterobacter, pode ocorrer a hiperexpressao de uma B-lactamase codificada por cromossomo,

produzindo resisténcia igualmente ampla aos B-lactdmicos (GOLAN et al., 2012).

Figura 8 - Local de clivagem da ligag¢ao B-lactamica.
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Fonte: GOLAN et al., 2012.

A resisténcia bacteriana ¢ cruzada entre a cefalotina e as outras cefalosporinas de
primeira geragdo, podendo ocorrer também entre as cefalosporinas e a penicilina (TAVARES,
1999).

Determinadas cepas de bactérias podem ser inibidas pelas cefalosporinas ou
penicilinas, porém ndo mortas, € nestes casos, a concentracdo bactericida minima (CBM) ¢
muito maior que a concentracdo inibitéria minima (CIM), fendmeno conhecido como
tolerancia (SWEETMAN, 2009).

A cefalotina apresenta CIM de 6,25 pg/mL ou menos para E. coli, Proteus mirabilis e

Salmonella; e CIM em torno de 12,5 ug/mL para Klebsiella e Shigella (TAVARES, 1999).

3.1.6 Cefalotina sodica

Como citado anteriormente, modificacdes nas cadeias laterais do 4cido 7-
aminocefalosporanico resultaram no desenvolvimento de antimicrobianos uteis, € 0 prototipo
das cefalosporinas de primeira geracdo, foi a cefalotina, lancada por Eli Lilly em 1964
(PATIL; JACOB, 2012). Este antimicrobiano foi a primeira cefalosporina disponivel para uso
clinico nos EUA e ¢ mais ativa contra cocos Gram-positivos, incluindo estafilococos

oxacilina-sensiveis e Streptococcus spp e tem atividade moderada contra alguns bacilos
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Gram-negativos (SADER; JONES, 1992). Foi desenvolvida para uso na medicina humana e

veterinaria (SWEETMAN, 2009) e sua estrutura quimica esta ilustrada na Figura 9.

Figura 9 - Estrutura quimica da cefalotina.
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Fonte: SWEETMAN, 2009.

A cefalotina é a cefalosporina de primeira gera¢do mais resistente ao ataque da -
lactamase estafilocdcica, sendo muito eficaz em infecgdes estafilocdcicas graves como a
endocardite (HARDMAN; LIMBIRD, 2003). A cefalotina sddica ¢ indicada no tratamento de
infec¢des causadas por micro-organismos suscetiveis a cefalosporinas de primeira geracao e
para preservar o uso da cefazolina para quimioprofilaxia cirurgica (BRASIL, 2010). Isso se da
ao fato da cefalotina ser a cefalosporina de primeira geracdo mais eficaz contra infeccdes
estafilocdcicas graves, sendo o seu uso mais recomendado no tratamento destas infec¢des e
também porque a cefazolina apresenta concentragdo sérica mais prolongada (meia-vida
plasmatica de 6-8 horas) que a cefalotina (meia-vida plasmatica de 4-6 horas), facilitando a
sua utilizacdo em profilaxia cirirgica, sendo necessario menor numero de doses (TAVARES,
1999; FUCHS, 2012).

Vasconcelos e colaboradores (2012) concluiram através de um estudo realizado com
criangas hospitalizadas por celulite, que a cefalotina e a oxaciclina continuam a ser
substancias de escolha para o tratamento de celulite devido a sua eficécia clinica; a celulite é
uma infeccdo bacteriana que estd relacionada com a inflamac¢do do tecido subcutaneo
(STEVENS et al. 2005), e em geral, o Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogens sao 0s
agentes mais comuns da celulite infecciosa (HADZOVIC-CENGIC; SEJTARIJA-
MEMISEVIC; KOLUDER-CIMIC, 2012).
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3.1.6.1 Espectro de acédo e aplicacdes clinicas

A cefalotina apresenta amplo espectro de a¢do, sendo ativa contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas aerdbias. Mostra atividade também contra bactérias anaerobias,
com exce¢do do micro-organismo Bacteroides fragilis. Em relagdo aos Gram-positivos,
possui boa atividade contra estreptococos dos grupos A, B, C e G, mas ndo atuam contra
enterococos. Apresenta acdo contra pneumococos ¢ estafilococos, inclusive contra os
resistentes a penicilina (TAVARES, 1999).

Estudos in vitro demonstraram a suscetibilidade das seguintes cepas a cefalotina:
Staphylococcus  aureus,  Staphylococcus  epidermidis,  Streptococcus  pneumoniae,
Streptococcus pyogens, Escherichia coli, Haemophilus influenzae, Klebsiela sp., Proteus
mirabilis, Salmonella sp., Shigella sp. (ANVISA, 2014).

As cepas de estafilococos meticilina-sensiveis apresentam resposta superior a
cefalotina que a cefazolina, motivo pelo qual ha maior indicagdo desta cefalosporina no
tratamento de infec¢des estafilococicas graves (NETO et al., 1994).

Preconiza-se a utilizagdo de cefalotina no tratamento das infec¢des de pele e de tecidos
moles (BRASIL, 2006); ¢ indicada no tratamento de infec¢des pulmonares, cutdneas,
abscessos causados por bactérias sensiveis (NETO et al., 1994), amigdalite, otite, faringite,
sinusite, infec¢des respiratdrias baixas, infec¢do articular e dssea, infecgdo génito-urindria,
endocardite e septicemia (BRASIL, 2001). Além disso, seu uso ¢ indicado em infec¢des
hospitalares causadas por micro-organismos suscetiveis ao espectro de uma cefalosporina de

primeira geragdo (BRASIL, 2006).

3.1.6.2 Farmacocinética

A cefalotina ndo ¢ absorvida no trato gastrointestinal. Pode ser administrada por
inje¢do intramuscular (IM), porém ¢ muito dolorosa, sendo normalmente administrada pela
via intravenosa (IV) (KALANT; ROSCHLAU, 1991; HARDMAN; LIMBIRD, 2003;
SWEETMAN, 2009), sob a forma de sal sodico (SWEETMAN, 2009).

ApoOs a administragdo de doses apropriadas (1000 mg por via IV), a cefalotina
apresenta concentragdo sérica de 40 pg/mL a 60 pg/mL; ligacdo protéica de 60% a 70%; e
meia-vida plasmética de 30 minutos (KALANT; ROSCHLAU, 1991). E amplamente

distribuida nos tecidos e fluidos corporais, exceto no cérebro e liquor (fluido

Karen de Souza Rugani



Revisdo bibliografica 38

cefalorraquidiano), onde as concentracdes obtidas sdo baixas e imprevisiveis, mesmo na
presenca de inflamacdo (SWEETMAN, 2009; KOROLKOVAS, 2010). Devido a esta
caracteristica, ndo deve ser utilizada para o tratamento de meningite, assim como todas as
cefalosporinas de primeira geracdo (KALANT; ROSCHLAU, 1991). A cefalotina atravessa a
barreira placentaria e baixas concentra¢des sdo detectadas no leite materno (SWEETMAN,
2009; KOROLKOVAS, 2010).

As cefalosporinas sdo excretadas primariamente pelos rins, portanto, € preciso ateng@o
em pacientes portadores de insuficiéncia renal (HARDMAN; LIMBIRD, 2003). Cerca de 20 a
30% da cefalotina ¢ desacetilada rapidamente no figado (SWEETMAN, 2009;
KOROLKOVAS, 2010) e aproximadamente 60 a 70% da dose ¢ excretada na urina pelos
tabulos renais no prazo de 6 horas como cefalotina e seu metabdlito menos ativo, a
desacetilcefalotina (HARDMAN; LIMBIRD, 2003; SWEETMAN, 2009). A
desacetilcefalotina possui poténcia antimicrobiana de 20 a 25% em relagdo a cefalotina
(TAVARES, 1999), sua estrutura quimica esta representada na Figura 10 e ¢ denominada de

impureza B (EP, 2011).

Figura 10 - Estrutura quimica da desacetilcefalotina (impureza B).
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Fonte: EP, 2011.

3.1.6.3 Posologia

A dose para aplicagdo via IM profunda de cefalotina, em adultos, ¢ de 500 mga 1 g de
4 em 4 horas ou de 6 em 6 horas; em criangas, ¢ de 80 a 160 mg/kg/dia em tomadas divididas.
A aplicacdo por via IV em adultos é de 4 a 12 g por dia e administrado em infusdo lenta (até

60 minutos) em tomadas divididas, cada 3 ou 6 horas; lactentes e criancas ¢ de 80 a 160
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mg/kg/dia em tomadas divididas, cada 4 a 6 horas (KOROLKOVAS, 2010). O resumo das

posologias tipicas da cefalotina esta representado na Tabela 1.

Tabela 1 — Posologia usual para a cefalotina sddica

Intervalo
Dose diaria Via de
Pacientes Indicacéio Dose entre as
total (g) administracio
doses (h)
Adultos e Pneumonia néo 500 mg 6 2 MoulV
adolescentes | complicada;
Infeccdo no trato
urinario;
Furunculose com
celulite;
Outras infecgdes 0,5-2¢g 4-6 2-8 IM ou IV
Criancas Infec¢des bacterianas | 20-40 mg/kg 6 0,080 - 0,160 IM ou IV
em geral 12-25 mg/kg 4 0,072 - 0,150 M ou IV
Neonatos Infec¢des por bactérias | 25 mg/kg 6 0,100 v
sensiveis

3.1.6.4 Reacdes adversas

Observa-se frequentemente que os antimicrobianos B-lactaimicos de determinada
classe exibem reacdo cruzada entre si, no entanto, a reagdo cruzada entre os B-lactdmicos de
uma classe com os B-lactdmicos de outra classe ¢ bem menos frequente (GOLAN et al.,
2012).

As reacdes adversas mais comuns s3o: nauseas, vOomitos, diarreia e exantema
(GOLAN et al., 2012). Podem ainda ocorrer as seguintes reagdes: tromboflebite no local da
administracdo; reagdes de hipersensibilidade, como erup¢des cutdneas, prurido, febre,
artralgia, anafilaxia, sindrome de Stevens-Johnson; alteracdes hematoldgicas
(trombocitopenia, neutropenia, leucocitose, agranulocitose, eosinofilia, anemia hemolitica e
anemia apldastica); nefrite intersticial transitoria; hiperatividade, nervosismo, distirbios do

sono, confusdo, hipertonia e tonturas; anorexia, dor abdominal, flatuléncia e dispepsia;
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candidiase vaginal, intestinal e oral; cefaleia; alteragdes de transaminases; ictericia transitoria

(BRASIL, 2001) e nefrotoxicidade (BRASIL, 2010).

3.1.6.5 Contra-indicag¢oes

E contra-indicado em pacientes com reacdes alérgicas as penicilinas e cefalosporinas
(BRASIL, 2001) e nos casos de meningites, por ndo penetrar a barreira hematoencefalica

(BRASIL, 2010).

3.1.6.6 Interacées medicamentosas

O nivel sérico de cefalotina ¢ aumentado com a administragdo concomitante de
probenicida e fenilbutazona. A associacdo com aminoglicosideos, polimixinas, diuréticos
furosemida e acido etacrinico aumenta o risco de nefrotoxicidade (TAVARES, 1999), que
também pode acontecer com a administracdo de colistina e vancomicina (BRASIL, 2001).
Além disso, existe risco de hemorragia quando utilizado simultaneamente com

anticoagulantes (BRASIL, 2001).

3.1.6.7 Precaucoes

A cefalotina ndo deve ser administrada em pacientes com hipersensibilidade a
qualquer cefalosporina, e sua administragdo em pacientes sensiveis a penicilina deve ser
realizada com muito cuidado, j& que estudos imunologicos sugerem que até 20% destes
pacientes podem também apresentar alergia a cefalosporinas.A administragdo em pacientes
com insuficiéncia renal deverad ser realizada com precaucdo e a reducdo da dose pode ser
necessaria (SWEETMAN, 2009). Recomenda-se usar com cautela também nos casos de
insuficiéncia hepatica (BRASIL, 2010). O seu uso na gravidez deve ser restrito apenas quando

claramente indicado (BRASIL, 2010; ANVISA, 2014).

3.2. Aspectos gerais do farmaco
3.2.1. Descricio geral

Nome genérico: Cefalotina sddica (CAS 58-71-9)
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Nome quimico: (6R,7R)-3-[(acetoxi)metil]-8-ox0-7-[(2-tienilacetil)amino]-5-tia-1-

azabiciclo[4.2.0]oct-2-eno-2-carboxilato de sodio.
Formula quimica: C;cH;5N>NaOgS,

Massa molecular: 418,42 g/mol

Féormula quimica da cefalotina: C;cH;¢N>OgS,
Massa molecular da cefalotina: 396,44 g/mol

Propriedades fisico-quimicas: A cefalotina sddica ¢ um po6 cristalino branco a quase branco
(XU e TRISSEL, 2008; EP, 2011), apresenta ligeira solubilidade em alcool e solubilidade
elevada em agua (EP, 2011), e o valor de pKa (constante de dissociagdo) ¢ 2,22 (XU e
TRISSEL, 2008). Este farmaco funde na faixa de 204 °C a 205 °C e apresenta absorgdo
maxima no UV em 236 nm (O’NEIL, 2006).

Categoria: Antimicrobiano
Classe: Cefalosporina de primeira geracao

pH: Entre 4,5 a 7,0 em solugdo aquosa do farmaco contendo 250 mg/mL (EP, 2011; USP 36,
2013)

Comercializacio no Brasil: A CET é comercializada no Brasil como: Keflin neutro®
(medicamento referéncia), fabricado pela ABL; cefalotina sodica (medicamento genérico)
pelos laboratorios EMS, Eurofarma, Teuto e AB Farmoquimico;, e como medicamento
similar, pelos laboratérios Unido Quimica (Cefalotil®) e Ariston (Cefariston™)

(KOROLKOVAS, 2010).

Comercializacdo no mundo: A CET ¢ comercializada nos paises como: Argentina:
Arecamin®, Dasuglor”, Keflin®; Australia: Keflin Neutral®; Cingapura: Cefadin®;
Filipinas: Fezef® ; Indonésia: Cephation®, Moraxine®; México: Cefelen®, Ceftina®, Falot®,

Keﬂin®,Liroken®, Lotin®; Venezuela: Celen® (SWEETMAN, 2009).
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3.2.2. Diluentes

A cefalotina sdédica 1 g deve ser reconstituida com 5 mL de agua estéril para inje¢do para
administracdo por via IM. Para administracdo por via IV direta, deve ser reconstituida com 10
mL de agua estéril para injecdo. Para infusdo endovenosa, deve ser reconstituida em 100 mL
de cloreto de sodio a 0,9%, glicose 5%, ringer lactato ou glicose 5% em solucdo de ringer
lactato. A solucdo reconstituida apresenta-se incolor e possui estabilidade de 12 horas a
temperatura ambiente (15 a 30 °C) ou de 96 horas sob refrigeragdo (2 a 8 °C) (ANVISA,
2014).

Considerando a importancia do uso das cefalosporinas na terapéutica medicamentosa,
cabe destacar que a analise desta classe de farmacos ¢ de extrema relevancia. A seguir sdo
apresentadas algumas das técnicas e métodos utilizados para anélise das cefalosporinas, e em

especial, para a cefalotina sodica.

3.3. Métodos analiticos

A andlise dos antimicrobianos cefalosporinicos ¢ um grande desafio devido a
sensibilidade e instabilidade em diferentes condi¢des (PATIL e JACOB, 2012). Estudos
anteriores demonstraram que as cefalosporinas s3o suscetiveis a degradacdo em solucdes
aquosas (SUGIOKA et al., 1990; IKEDA et al., 2008).

De acordo com Zaleswski e colaboradores (2013), métodos microbioldgicos sao
tradicionalmente utilizados na determinacdo de cefalosporinas, no entanto, sd3o muito
demorados, j4 os métodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), ao contrario
das técnicas microbioldgicas, sdo rapidos e especificos. A CLAE se destaca como a técnica
mais utilizada para andlises de matéria-prima e suas formulagdes (GILPIN; PACHLA, 2001).

Existem diversos métodos de andlise de cefalosporinas descritos na literatura para o
doseamento em matéria-prima e produto acabado. Entre estes podemos citar: titrimetria
(MORENO; SALGADO, 2012a); cromatografia liquida de alta eficiéncia (SIGNS; FILE;
TAN, 1984; PINTO; PAV’ON; CORDERO, 1995; MANNA; VALVO, 2004;
SAMANIDOU; LOANNOU; PAPADOYANNIS, 2004; KAKUMANU; ARORA; BANSAL,
2006; MORENO; SALGADO, 2007a; LALITA et al., 2010; VIEIRA; SALGADO, 2011;
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MORENO; SALGADO, 2012b; PEDROSO; SALGADO, 2014a); espectrofotometria na
regido ultravioleta (VADIA; PATEL; BHALARA, 2008; MORENO; SALGADO, 2009;
VIEIRA; SALGADO, 2011; PEDROSO; SALGADO, 2013); espectrofotometria na regido
visivel (AMIN; SHAMA; CHEM, 2001; SALEH et al., 2003; MORENO; SALGADO, 2008;
SALEH et al., 2009); espectrofotometria na regido infravermelho (MORENO; SALGADO,
2012¢; TOTOLI; SALGADO, 2012; VIEIRA; RICARTE; SALGADO, 2012a); difusdo em
agar (MORENO; SALGADO, 2007b; ALESSIO; SALGADO, 2012; TOZO; SALGADO,
2007; VIEIRA; RICARTE; SALGADO, 2012b) e ensaio turbidimétrico (TOTOLI;
SALGADO, 2013; PEDROSO; SALGADO, 2014b).

Existem poucos métodos descritos na literatura para a cefalotina; alguns destes sdo:
métodos desenvolvidos utilizando-se a técnica de CLAE para quantificagdo de cefalotina
sodica (GUPTA; STEWART, 1980), analise de cefalotina ¢ seus metabolitos em urina
humana (BUHS et al., 1974), analise de cefalotina e seu metabolito desacetilcefalotina em
soro ¢ urina humanos (COOPER; ANDERS; MIRKIN, 1973), a determinacdo de cefalotina
em plasma humano (MCWHINNEY et al., 2010), em sangue de ratos (CHANG et al., 2000),
e em soro humano e de cdes (NILSSON-EHLE et al,, 1978). Khalfi e colaboradoradores
(1998) descreveram um método por CLAE para cefalotina que avalia a compatibilidade da
cefalotina e cefpiroma com bolsas de PVC. Walker e colaboradores (1992) avaliaram a
estabilidade quimica da cefalotina em solug¢des de infusdo também por CLAE.

Em relag@o aos compéndios oficiais, na Farmacopeia Europeia (EP, 2011) descreve-se
o doseamento e a determinacdo das substancias relacionadas na matéria-prima cefalotina
sodica por CLAE, na Farmacopeia Americana (USP, 2013), relatam-se monografia para
cefalotina sodica na matéria-prima e em produto farmacéutico injetdvel por CLAE, na
Farmacopeia Brasileira (FB, 2010) descrevem-se dois métodos de doseamento para cefalotina
sodica po para solugdo injetavel: por CLAE, nas mesmas condi¢des cromatograficas descritas
pela Farmacopeia Americana, € por espectrofotometria de absor¢@o no ultravioleta (UV).

Os métodos analiticos para determinagdo de CET por CLAE estdo descritos nas
Tabelas 2 e 3. Na Tabela 2 encontram-se os métodos avaliados em matriz bioldgica e na

Tabela 3, os métodos para determinag¢@o em outras matrizes.

Karen de Souza Rugani



UPBNY, PZNOS IP UIAVYS

Op1oAUI0} OBU Ope(], “(1oensqe ok seudde 0ssooe) [oAruodsip oeu ope(,
eurded ewirxoid eu BNURIUO))

1861
‘NVTIILLINOA (A/A G1:68) [ouBIOW (wr o1 ‘ww 6°¢ x euLm
‘Nossrad 08 0vT AN 0S-01 ST 3 8y HA W 10°0 03e300e ogdwie],  0¢) 81D yedepuogn 3 anJueg
ourued
8L61 ‘ATHA (A/A (W 9° x 5 oueumy
-NOSSTIN 6'6 ¥ST AN 001 $C 9:) %1 0019OE OpIoE 3 [ouetely  00€) ¥'D edepuogr  onSueg
LL6T
‘@ddSdININL (06:01) N (ww g
‘dTOM . ¥ST AN 0T 0T T'0 OIUQUIE dp 0JEJOJE 3 [OUBIIN X (6) [ISBI0) [AUdyJ  ondueg
(wod
€0 X 001) BOIUOL
thﬁ Oam EQ L:j0l0 1] o@ &Gmwoh mﬁma.:ﬂ
“le3 SHNA 0°ce ¥ST AN L 780 N ST'0 O1pos ap ojejeoe opdwie],  Juodng XV xediz  euun
€L61 ‘NISIIN soueuny
‘SYIANVv euLm
NAJO0D ” » » » ormuowe[ndoyend) ap 03010 Y 9 ongueg
(uru) (M)
0BduNII (wu) ogdofurdp  (urw/qur) BII30[01q
ﬂmoﬂwh@mem op c&:—@,ﬁ cmuovauﬁ JuINjo A 0oBZe A [PAQUI IS Bunjo) Z11)eJAl

AV 1od o130]01q ZIEW WS BUIO[BJII Op 0BIBUIULIANOP BIed SOPOIIA — T B[O L

4 poYD.1301]q1q ODSIAY



UPBNY, PZNOS IP UIAVYS

eurded ewirxoid eu BNURIUO))

(wr ¢z ‘ww
010T 1819 (A/A 6L:67) 0°¢ H AW 00T 9 X 0€) @SINeM ouetuny
AANNIHMON 0C 09T AN 01 01 0jeJsoj ogdwe) 9 [LHIUOJOY 81 op3ug-X euwiIse[d
(A/A 09:02:07)
000¢ 0‘s Hd pyw Q1 odrposouotur (wr ¢ ‘ww ‘[ X sojel
“[e 3@ ODNVHD 09 ST AN 01 S0°0 018JS0J 3 B[LIIUOJAIE JOUBRN 0ST) 81D 210qOIIN  op ondueg
(A/A/A G°0:S°LLTT)
0013908 OPIdE @ W (wn o] ‘ww § X op199)
8661 1832 X0OD 9°¢1 SET AN 081 0‘C orssgjod ap 03eJsoJ ‘e[IIu0ldy  (01) 8'D yedepuogr o onJueg
8661 ‘ANOAT Jyur ¢ YOSH oruoue[nngend) @0912dng
AINVIEAA 2(59:61:027) 0°L HANT0°0 Oreysoy - (Wl ¢ ‘Wt 94 X
‘HIAVIINOEG 0°¢l 0¥ AN 01 01 ogdwe) ‘e[LHIU0}OR ‘[OURIIN 0S1) 8! [1soojadng  onJueg

(oyuarpeid ogdmyo

861 ‘NV.L 9p Opow) [OUBJAW 2 B[LIIIUOJIOR (wr o] ‘ww Oy X
“ATI ‘SNDIS 09 vST AN . $°C ‘TS HA 100 01pgs ap 01ed0y  00¢) 8D Nedepuogr  on3ueg
(A/A 09:0%) %T°0 @WRIBY (W 9y euLn
0861 ‘VLVIVS 0Tl ST AN 01 0l Oluoure 9p 03e}99® 9 [OUBRRN X 0S1) SAO XeqlozZ o anJueg
(urur) (M)
0BIuIII (wu) ogdofurop (urw/qur) BII30[01q
BIUQIIJY op odud], 08IV  dwnop 0BZEA [PAQU JsE egun[o) ZIDBIA

AV 1D 10d ©2130]01q ZLIjEW WD BUNO[RJD P 0Bdeurud)dp ered SOpoRIA — (0Bdenunuod) g ePqe],

Y4

poYD.1301]q1q ODSIAY



UPBNY, PZNOS IP UIAVYS

OpIodUIO] OkU Ope(],,
(wrgz ‘ww
T10t (A/A 6L:67) 0°¢ H W 00T 9% X 0€) @sIjep\  ouewny
“Ie 12 4OOSIdd 1'C 09C AN ST 0l 0yejsoy ogdure) o BLIIU0JO0Y 810 op3ug-x euIse[d
(9uarpeid ogdmyo ap
110Z “°1e opow) [ouejow d g4 Hd ‘W 0] @[Sy (W G4 X 0]0S W
1 HVIFdNS g 0vC AN 0s 01 od1sgqouow oissgjod ap 0jeyso ] OS1)*!D-dS Xeqioz  sonpisay
(uyur) (M)
0BIuIII (wu) ogdofurdp (urw/qur) BII30[01q
BIOUQIQJY Ip odwid], 0BINPQ  dwN[oA 0BZEBA [PAQW dse BUN[0) ZINEIA

AV 1D 10d ©2130]01q ZLIjEW WD BUNO[RJD P 0Bdeurud)dp ered SOpoRIA — (0Bdenunuod) g ePqe],

9¢

poYD.1301]q1q ODSIAY



UPBNY, PZNOS IP UIAVYS

OpIoAUIOJ OB Ope(,
eurded ewirxoid eu BNUIIUO))

7661
‘SOTNOJdOTIO (A/A 08:07)
‘NOLVd W S0°0 0d1seqouow orssejod (wr ¢ ‘ww ogsnjur ap
AAATVM 09 ST AN SI 0C 9p 018JSOJ 9 B[LNIUO0IIY TP X0s70) 8D SAo  ogdnjog
(ww
0661 ‘AT 9JUSIPEI3 0BIM[S 9p Opow ¥ X 0$7) xduoIq
‘AASDNITS 011 ST AN ¢ 01 ‘00LI9[010d OpIOE 3 B[INIUOIY  (00S-XDd dedluwl)  0edn[os
Oﬁmﬁmom
ojnpoad
(A/A/A T°0:0L:0€) (wn o] ‘ww 6°¢ X o eurid
8861 ‘DNIL 0¢ ST AN 0C 01 001190€ OpIOE ‘enge ‘[ouePN  (0¢) 8'D Yedepuogr  -vLIDIBA
0861 (o
‘LAVMALS (A/A QL:0E) N 10°0 0% X 00€) SIeM
‘VIdND g ¥SZ AN 0Z rord OIUQUWIE JP 0J€}90E d [OUBIIN yedepuogn [Auayd BIISOWY
6L61 ‘140D (A/A G8:G1) OIPOS 9P OPIXQIPIY (wri o7 ‘ww 9
HSAVM woo opesnle o°s HA 77 10°0 X 00¢) epesIj osej  oonoiquue
TAOVH 0°s¢e g g g OIPOS P 0JBJSOJ d B[LIIUOJAIY  Jp 810 puoqe3awor))  ap 09SI(]
(uryur) (M)
0BIUII (wu) ogdofuy  (urw/qur) LA 4
BURIIJY opodwd], 08IIII(Q IpoWN[OA 0BZBA [AQW dse run[o) ap odrg,

AV 1od sozinew senno wo eunoejod op oedeuruiroldp eied SOPOIRN — € B[Pqe ],

L poYD.1301]q1q ODSIAY



UPBNY, PZNOS IP UIAVYS

Op1oUI0J O Ope(,,
eurded ewirxoid eu enunuo)

L00T ‘NANN
‘naNnn (A/A/A 66:6°0:5°0) (ww ogdeal
AVINYD 0TI 7ST AN g 0l enge o oUW ‘OJTULIO] opRy 0°S X 0S7) OUIY  9p BINSIN
(A/A T8:81)
0911908 OpIoE W0 opejsnle (wn
8661 ‘0t Hd %0 eurwemamm S ‘WwW 9% X (OST) OAd
“Te 10 [ATVH (A4S 0vC AN 0¢ Sl ogdue) 9 B[LIU0IOIY SAO0 8! 11s1dAH 9p Ses[oy
G661
‘04dad0D
‘NOAVd 0°¢ Hd jyw (ww 9y X 077)
‘OLNId Sy 09T AN 0l 0l 001 OIPYs ap Ojej[ns [I3po(d ¥7C-SAO § Hayds ogdn[os
(A/A TL:8T) 0OLIPLIO]O OPIOL
wod opejsnle ¢ Hd ‘0o1possLn
Y661 0Je1I0 + JyW GG OIPOS Ap (wr ¢ ‘ww 9‘y 0BdBAI 3p
“Ie 19 SNNNT L ST AN 0Z 0‘1 0JRUOJ[NSOUBIO0 3 B[LNIUOIIY X ()G7) 8D QIOSOIDIJA  SBIMISIA
661
‘IrNSL ‘VANON (A/A LT AW O] (ww 6°¢ X
TIVSVIdL g 0rT AN 0Z-01 Sl oruQuIE 9P 0JEJAIE 3 L[LIU0IIY  00¢) 81D yedepuogr  oednjog
(urru) ()
0B (wu) ogdoluy (urw,/qur) vasouwe
BIOUQIQJY dpodwd], 08IV)P(Q OpoWNOA  OBZBA [2AQUI ISk BUN[0)) ap odrg,

AV 1D 10d sazLiew SeIno W BUNO[BJID AP 0BIBUIULINIP BIed SOPOIQIA — (0BIENUNUO0D) € B[dqR ],

74 DoID.A301]q1q ODSIARY



UPBNY, PZNOS IP UIAVYS

OpIJdUIO) OBU OpE(],,
(oyuorpeid
€107 ‘dd Opow Ou 0BJIN[J) B[LIIUOJOOR (wrl ewrd
‘110T ‘dd 0'9C 0T¢ AN 0T 01 3 ¢‘z Hd orsseiod op ojegsoy ¢ ‘Ww 9y X 0G7) 81D -BLRIN
oedalur
6°S Hd “(a/A/A/A 0L:0ST:9°0:06L) eled
[OuB)d 9 B[LIUOIIL (wn od o ewnad
€10T ‘9¢ dSN g YST AN 0¢ 01 ‘0011908 OPIOR ‘OIPYS Op OJe}R0R ¢ W 94 X 0G7)81D  -BLIRIRN
6°S HA “(A/A/A/A 0L:0ST:9°0:06L) JoAgofur
0107 ‘elroqiserg [ouB)d 9 B[LIIUOAIE (wn ogdnjos
erodooeunre | . vST AN 01 Sl ‘0013908 OPIOE ‘OIPOS dp 0Je1d0 G ‘W 9y X 057) 81D ered og
(uyur) (M)
0BIUII (wu) ogdofuy  (urw/qur) BvI)SOUIR
BIDUQIIJY Ipodwd], 08I OpIWN[OA  OBZEBA [PAQW JSE BUN[0) Ip odr],
AV 1D 10d sazLiew SeIno W BUNO[BJID AP 0BIBUIULINIP BIed SOPOIQIA — (0BIENUNUO0D) € B[dqR ],
67

poYD.1301]q1q ODSIAY



Revisdo bibliografica 50

3.4. Controle de qualidade

No controle de qualidade de produtos farmacéuticos, a identificagdo e a quantificagdo
da substancia ativa e suas impurezas s3o muito importantes devido a razdes de garantia de
seguranga e eficacia (ICH, 2003). Neste contexto, o desenvolvimento de métodos analiticos
confidveis e eficazes para serem utilizados no controle de qualidade dos medicamentos
comercializados ¢ de extrema importancia e tem por objetivo fornecer informagdes quanto a
natureza e a composi¢ao dos materiais em analise (LA ROCA et al., 2007).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) vem sendo a técnica analitica mais
desenvolvida e empregada nos ultimos anos em laboratdrios de analise de industrias quimicas
e farmacéuticas, e em muitos outros campos da ciéncia, inclusive em orgdos governamentais
(MALDANER; JARDIM, 2009). De acordo com Rao e Nagaraju (2003), a CLAE estd bem
estabelecida como uma ferramenta eficaz no controle de qualidade de matérias-primas e
formulagdes. Além disso, os métodos por CLAE ganharam popularidade nos estudos de
estabilidade, devido a sua alta resolug¢do, capacidade, sensibilidade e especificidade
(VAUCHER et al., 2009).

As impurezas e os potenciais produtos de degradagdo que possivelmente estejam
presentes nos medicamentos podem alterar as suas propriedades quimicas, farmacologicas e
toxicoldgicas (ICH, 2003). Embora o uso de medicamentos esteja sempre em equilibrio entre
riscos e beneficios, 0 mesmo ndo ¢ verdade para as impurezas nos farmacos, pois apresentam

apenas o risco (JACOBSON-KRAM; MCGOVERN, 2007).

3.4.1. Estabilidade farmacéutica

A estabilidade farmacéutica demonstra a capacidade de uma formulacdo em manter
suas caracteristicas fisicas, quimicas, microbioldgicas, terap€uticas e toxicologicas,
caracteristicas estas ligadas diretamente a seguranc¢a clinica (GENNARO, 2000). De acordo
com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria (ANVISA), a estabilidade de produtos
farmacéuticos depende de varios fatores ambientais, tais como temperatura, luz ¢ umidade.
Além disso, outros fatores relacionados ao proprio produto estdo envolvidos: propriedades

fisicas e quimicas dos principios ativos e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua
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composi¢do, processo de fabricagdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem
(BRASIL, 2005).

Monitorar a estabilidade dos medicamentos ¢ uma maneira bem eficaz para avaliar,
prever e prevenir problemas relacionados a qualidade do produto durante todo o seu prazo de
validade. A seguranca e a eficicia também podem ser previstas nos estudos de estabilidade,
através da observacdo na formacao de produtos de degradacdo, que ocasionard, por exemplo,
perda de atividade terapéutica ou toxicidade (CARVALHO et al., 2005).

As consequéncias potenciais da instabilidade nos produtos farmacéuticos incluem
principalmente a perda do principio ativo e a formagao de produtos de degradagdo toxicos. No
geral, considera-se que qualquer produto que contenha menos que 90% do teor rotulado do
farmaco como sendo de qualidade inaceitdvel e atengdo especial deve ser dada aos produtos
de degradacdo, devido a quantidade que poderd se formar durante a vida de prateleira do

produto farmacéutico (CARSTENSEN; RHODES, 2007).

3.4.1.1 Estudos de estabilidade

Os estudos de estabilidade sdo testes realizados nos produtos farmacéuticos com o
objetivo prever, determinar ou acompanhar o seu prazo de validade. Sao divididos em estudos
de estabilidade acelerada e estudo de estabilidade de longa duragcdo (BRASIL, 2005), testes
esses exigidos para o registro de novos medicamentos.

O estudo de estabilidade acelerado foi projetado para acelerar a degradagdo quimica
ou mudangas fisicas de um produto em condigdes forcadas de armazenamento, no caso do
produto em quest@o ser um solido, a condi¢do do estudo deve ser de 40 °C£2 °C/75% UR+5%
UR (no Brasil) por um periodo total de 6 meses. Estes dados aliados aos derivados dos
estudos de longa duragdo podem ser usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos
prolongados em condi¢cdes ndo aceleradas e para verificar o impacto de curtas exposigdes, que
podem ocorrer durante o transporte.

O estudo de estabilidade de longa duragdo foi projetado para verificagdo das
caracteristicas fisicas, quimicas, biologicas e microbioldgicas de um produto farmacéutico
durante o prazo de validade esperado, e a condi¢do do estudo para este produto deve ser de 30
°C=£2 °C/75% UR+£5% UR (no Brasil) por um periodo de 24 meses. Os resultados sdo usados

para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendar as condigdes de
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armazenamento. Dentre os testes que estdo incluidos na estabilidade acelerada e de longa
duracdo estdo incluidos o doseamento do farmaco e a quantificagdo de produtos de
degradacdo (BRASIL, 2005).

Ensaios de estabilidade acelerada e de longa duragido podem entdo utilizar os métodos
indicativos de estabilidade de uma forma mais formal e definitiva para gerar informacgao
especifica e quantitativa relacionada com a formacao de produtos de degradacdo. Os produtos
de degradacdo formados em condigdes de estresse podem ou ndo ser relevantes para as
condicdes de armazenamento atual do farmaco e/ou para a degradacdo quimica do

medicamento (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011).

3.4.2. Degradacio forcada

O estudo de degradacdo for¢ada ¢ um passo essencial no projeto de um programa
regulatorio de estabilidade para os farmacos e medicamentos, e foi formalizado como uma
exigéncia regulamentar pelo ICH Q1A (SINGH et al., 2013).

O teste de estresse (degradacdo forcada) ¢ definido como um teste de estabilidade
realizado com o farmaco e produto acabado submetidos a condi¢cdes que excedam aquelas
utilizadas nos estudos de estabilidade acelerada (KLICK et al., 2005). Os estudos de
degradagdo forgada podem auxiliar no desenvolvimento farmacéutico, bem como em 4reas de
desenvolvimento de formulagdes, produgdo e acondicionamento, em que o conhecimento do
comportamento quimico da substincia ativa na formulagdo pode ser usado como ferramenta
para melhorar o produto final (REYNOLDS et al., 2002).

Os estudos de degradacdo for¢ada sdo realizados também para facilitar o
desenvolvimento de metodologias analiticas, para se obter uma melhor compreensdo da
estabilidade da substancia ativa e do produto, e para fornecer informacdes sobre as vias de
degradacdo e formacdo de produtos de degradagdo que podem se formar durante o tempo de
armazenamento do produto (REYNOLDS et al., 2002; ALSANTE et al., 2007; VAUCHER et
al., 2009). De acordo com o ICH Q1A-R2 (2003), os testes de estresse (degradagdo forcada)
realizados com o farmaco podem ajudar a identificar os provéveis produtos de degradacdo e
também a validar a capacidade do procedimento analitico utilizado em ser um método

indicativo de estabilidade.
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A degradagdo forgada € uma ferramenta necessaria para demonstrar a especificidade
de métodos indicativos de estabilidade (BLESSY et al., 2014). A maioria das empresas
farmacéuticas utiliza a CLAE com detec¢do por UV como escolha principal para conduzir os

estudos de degradacdo for¢ada (ALSANTE; MARTIN; BAERTSCHI, 2003).

3.4.2.1 Conduc¢io dos estudos de degradacao forcada

As condigdes de degradacao forcada utilizadas sdo mais severas do que as do teste de
estabilidade acelerada, tais como a temperatura (50 °C ou 60 °C), umidade relativa do ar (>
75%), hidrolise em pH alto e baixo, oxida¢do e fotdlise (ICH, 2003; ICH, 2005). O teste de
fotoestabilidade deve ser parte integrante dos testes de degradagdo forgada (ICH, 1996).

Visto que nenhum conjunto especifico de condicdes € aplicavel a todos os produtos e
substancias medicamentosas e os guias das agéncias regulatdrias ndo especificam como as
condi¢des devem ser realizadas, o estudo requer que o analista use de bom senso (BLESSY et
al., 2014).

Vérias abordagens sdo avaliadas na literatura em como se conduzir os estudos de
degradacdo forg¢ada, e ha uma pequena variagdo no que se diz respeito a porcentagem de
degradacdo. Alguns autores sugerem que a faixa ideal de degradacdo do principio ativo ¢ de
5-20%, de modo a provocar a degradag¢do do farmaco, mas ndo tdo intensa a ponto de gerar
produtos de degradagdo secundarios (REYNOLDS et al., 2002; ALSANTE et al., 2007;
BLESSY et al., 2014). A Anvisa, conforme a consulta publica n® 11 de 23 de janeiro de 2012,
estabelece pardmetros para a notificagdo, identificagdo e quantificagdo de produtos de
degradagcdo em medicamentos e destaca que os testes devem promover uma degradacido de
pequena extensdo, que fique em torno de 10 a 30% (BRASIL, 2012). No entanto,
recentemente foi publicada a RDC n°® 58 de 20 de dezembro de 2013, que estabelece
parametros para a verificagdo de produtos de degradagdo em medicamentos, para elaboragdo
do perfil de degradacdo correspondente e para a notificacdo, identificagdo e qualificacdo dos
produtos de degradacdo formados ao longo do prazo de validade do medicamento. Segundo
esta resolucdo, os testes devem promover uma degradagdo superior a 10% e inferior a
porcentagem que levaria a degradag@o completa da amostra (BRASIL, 2013).

A falta de consenso sobre a porcentagem adequada de estresse do farmaco foi

confirmada por um estudo comparativo no qual foram solicitadas informagdes sobre o projeto,
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procedimentos e organizagdo para conduzir os testes de degradacdo forgada de 20 empresas,
ja que muitas empresas farmac€uticas tém suas politicas tais como procedimentos
operacionais padrdo ou diretrizes internas para testes de estresse (ALSANTE; MARTIN;
BAERTSCHI, 2003).

De acordo com o ICH Q3B (2006), o limite de quantificacdo do método devera ser
menor ou igual ao limite de notificagdo para produtos de degradagdo. O limite de notificacdo
¢ o valor acima do qual um produto de degradacdo devera ser reportado no estudo de
estabilidade (BRASIL, 2013). Os limites de notificagdo dos produtos de degradagdo formados
durante o estudo de estabilidade do medicamento devem seguir os critérios especificados na

Tabela 4 (BRASIL, 2013; ICH, 2006).

Tabela 4 — Limites de notificacdo dos produtos de degradagdo formados durante o estudo de

estabilidade de medicamentos

Dose méaxima diaria’ Limites’
<lg 0,1 %
>1g 0,05 %

1: quantidade maxima da insumo farmacéutico ativo administrada por dia
2: limites dos produtos de degradagdo expressos em porcentagem do insumo farmacéutico ativo

Segundo a Anvisa, os resultados destes ensaios devem ser utilizados para o
desenvolvimento de metodologia de andlise de produtos de degradacdo formados e para a
analise critica do perfil de degrada¢do do medicamento, que deve contemplar a verificacdo da
pureza cromatografica do pico do insumo farmacéutico ativo e analise da perda de teor do
ativo em relacdo a formacao de possiveis produtos de degradacdo (BRASIL, 2012; BRASIL,
2013). A pureza cromatografica do pico € a comprovagdo de que ndo ha nenhum interferente

no pico cromatografico do insumo farmacéutico ativo (BRASIL, 2013).

3.4.3. Validacao de metodologia analitica

A validag¢do dos procedimentos analiticos é imprescindivel ndo apenas para fins de

regulamentagcdo, mas também para a sua aplicagdo eficaz e confidvel em longo prazo
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(ERMER; PLOSS, 2005). E um requisito basico para garantir a qualidade e confiabilidade
dos resultados para todas as aplicagdes analiticas (ERMER; MILLER, 2005). A validacao faz
parte da garantia da qualidade e tem por objetivo demonstrar que o método analitico ¢
adequado para a proposta pretendida (ICH, 1996), e para cujos procedimentos incluidos nas
normas de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) exigidas pela FDA dos Estados Unidos, e
aplicadas nas industrias farmacéuticas, devendo, portanto, seguir as boas praticas de
laboratério (BPL) (SHABIR, 2003).

A finalidade da validagdo ¢, portanto, demonstrar se o método ¢ apropriado ou ndo
para a determinacéo pretendida (BRASIL; 2003, ARAUJO, 2009), ou seja, qualitativa, semi-
quantitativa e/ou quantitativa de farmacos e outras substidncias em produtos farmacéuticos
(BRASIL, 2003).

A introducdo de novos métodos exige a completa validacdo, com o intuito de
comprovar a confiabilidade necessaria para a aplicacdo das técnicas de quantificagdo. O
desenvolvimento de metodologias que permitam quantificar as substancias ativas na presenca
de seus produtos de degradacdo ou de degradagdes oriundas dos excipientes presentes na
formulagdo ¢ fundamental para o controle de qualidade destes produtos tanto no ambito da
industria farmacéutica nacional quanto internacional.

A Anvisa publicou em 29 de maio de 2003, a resolu¢do n® 899, que determina
aspectos relacionados a validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos (BRASIL, 2003). Para
a validacdo de novos métodos analiticos, uma série de pardmetros podem ser exigidos,
dependendo da finalidade pretendida do método, que sdo: precisdo, exatiddo, especificidade
linearidade, intervalo, limite de detec¢do, limite de quantificagdo e robustez (FDA, 2000;
ERMER, 2001, BRASIL, 2003; ICH, 2005; INMETRO, 2011; USP 36, 2013). A adequagio
do sistema ¢ outro pardmetro que pode ser utilizado na validagdo de métodos analiticos (FDA,
1994; ICH, 2005; USP 36, 2013), porém outras caracteristicas devem ser consideradas, tais
como: a disponibilidade de equipamentos, rapidez, custo reduzido e simplicidade.

Os métodos podem ser divididos em quatro categorias, de acordo com a finalidade

pretendida (BRASIL, 2003; ICH, 2005; USP 36, 2013):

= Categoria I — Testes quantitativos para a determinagdo do principio ativo em

produtos farmacéuticos ou matérias-primas.
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= Categoria I — Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinagdo de

impurezas e produtos de degradagcdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas.

= Categoria III — Testes de performance (por exemplo: dissolugdo, liberacdo do

insumo farmacéutico ativo).

= (Categoria IV — Testes de identificagdo.

Para cada categoria listada, um conjunto de testes ¢ exigido, como relacionado na

Tabela 5.

Tabela S - Testes necessarios para a validagdo do método analitico, de acordo com a sua

finalidade
Categoria 11
Categoria Categoria
Parametro Categoria I -
Ensaio I v
Quantitativo

limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
‘ Repetibilidade Sim Sim Nao Nao Nao

Precisao

Intermediaria ok ok Nao ok Nao
Limite de deteccao Nao Nao Sim * Nao
Limite de quantificagdo Nao Sim Nao * Nao
Exatiddo Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

* pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico

** se houver comprovagdo da reprodutibilidade ndo € necessaria a comprovagao da precisdo intermediaria

Fonte: BRASIL, 2003.

Os parametros da validagdo estdo descritos abaixo (BRASIL, 2003):

= Especificidade e seletividade: ¢ a capacidade que o método possui de medir

exatamente um composto em presenca de outros componentes tais como impurezas,

produtos de degradagdo e componentes da matriz.
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» Linearidade: ¢ a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que os
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na

amostra, dentro de um intervalo especificado.

* Intervalo: o intervalo especificado ¢ a faixa entre os limites de quantificagdo
superior ¢ inferior de um método analitico. Normalmente, ¢ derivado do estudo de

linearidade e depende da aplicacdo pretendida do método.

= Precisdo: a precisdo ¢ a avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma
série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra. Esta ¢

considerada em trés niveis.

+ Repetibilidade (precisido intracorrida): grau de concordéancia entre os
resultados dentro de um curto periodo de tempo com o mesmo analista
e mesma instrumentacgdo. A repetibilidade do método ¢ verificada, por
exemplo, por, no minimo, seis determinag¢des a 100% da concentragdo

do teste.

» Precisio intermediaria (precisdo intercorrida): grau de
concordancia entre os resultados do mesmo laboratorio, mas obtidos
em dias diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos

diferentes.

7

** Reprodutibilidade (precisdo interlaboratorial): concordancia entre
os resultados obtidos em laboratorios diferentes como em estudos
colaborativos, geralmente aplicados a padroniza¢do de metodologia

analitica, por exemplo, para inclusdo de metodologia em farmacopeias.

= Limite de deteccio: ¢ a menor quantidade de analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des

experimentais estabelecidas.

= Limite de quantificacdo: E a menor quantidade de analito em uma amostra que
pode ser determinada com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condigdes
experimentais estabelecidas. O limite de quantificagio ¢ um parametro

determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de
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degradacdo em farmacos e produtos de degradacdo em formas farmacéuticas e ¢

expresso como concentragdo do analito na amostra.

= Exatiddo: A exatidio de um método analitico é a proximidade dos resultados
obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Existem diversas
maneiras de se calcular a exatiddo, dependendo do objetivo da analise, por
exemplo, na forma farmacéutica: analise de uma amostra, na qual quantidade
conhecida de farmaco ¢ adicionada a uma mistura dos componentes do
medicamento (placebo enriquecido); nos casos em que todos os componentes do
medicamento sdo desconhecidos, aceita-se a analise pelo método de adicdo de
padrdo, no qual adiciona-se quantidades conhecidas do analito (padrido de

referéncia) ao medicamento.

* Robustez: A robustez de um método analitico é a medida de sua capacidade em
resistir a pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Indica sua

confian¢a durante o uso de rotina.

Considerando ainda outro parametro analitico que pode ser avaliado como parte
integrante na validagdo (ICH, 2005), a adequagdo do sistema deve ser verificada em métodos
por cromatografia a gas e a liquido. Atualmente, resolucdo, pratos tedricos, fator de cauda e

desvio padrio relativo também devem ser calculados (USP 36, 2013).
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4. MATERIAL

4.1. Substancia quimica de referéncia (SQR)

A substancia quimica de referéncia (SQR) utilizada neste trabalho foi a cefalotina
sodica (identificada pelo lote SLBGO0252V, com pureza declarada de 99,2%, Sigma-
Aldrich®). Também foi utilizado o padrio de impureza B (Cephalotin for impurity B

identification) da Farmacopeia Europeia, lote: 1, ambos adquiridos comercialmente.

4.2. Amostra da forma farmacéutica do po liofilizado para solucio injetavel

Foram utilizadas amostras comerciais de CET na forma farmacéutica pd liofilizado
para solucdo injetavel Cefalotil®, em frasco ampola contendo 1 g da substincia ativa. As
amostras foram gentilmente fornecidas pelo Laboratério Farmacéutico Unido Quimica, de lote
1303576, com validade até 02/2015. Possui na sua formulacdo bicarbonato de sédio como

excipiente.

4.3. Reagentes

Foram utilizados os solventes e/ou solugdes: agua, acido cloridrico 0,01 M a 0,1 M,
hidroxido de sodio 0,01 M a 0,1 M e peroxido de hidrogénio 3 %. Os solventes organicos
testados na cromatografia liquida de alta eficiéncia foram: acetonitrila, metanol e etanol grau
CLAE, além de solucdes tampao fosfato de potdssio, fosfato de amonio, fosfato de sodio,
acetato de amonio, acetato de sddio, trietilamina e acido acético.

Todas as solugdes e fases mdveis utilizadas durante este trabalho foram preparadas a
partir de agua ultrapura obtida através de equipamento Milli-Q Plus (Millipore, EUA). A
acetonitrila utilizada na preparagdo da fase movel possui grau cromatografico (Merck,
Germany). Utilizou-se 4cido fosforico (Merck, Germany) no preparo da solucdo a 10% para
ajuste do pH da fase mdvel. O sal fosfato de amdnio bibasico utilizado foi adquirido da Synth
(Brasil).

A solugdo tampao utilizada como fase moével foi filtrada em membrana de celulose
regenerada 0,45 pum (Sartorius, Germany) e submetida a desgaseificagdo em banho de

ultrassom (Unique, SP, Brasil) sob pressdo reduzida, por 5 minutos, € a acetonitrila também
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foi desgaseificada por 5 minutos no ultrassom sob pressao reduzida. Todas as solu¢des foram

filtradas através de membrana de 0,45 um (Millipore, EUA) antes de serem injetadas.

4.4. Equipamentos

Em CLAE foi utilizado o equipamento cromatdgrafo a liquido, modelo 1200, da marca
Agilent®, composto de bomba quaternaria G1311A, injetor automatico de alta performance
G1329A, desgaseificador G1322A, cooler para as amostras G1330b, termostatizador para a
coluna G1316A e detector de arranjo de diodos (UV-DAD) G1315A. Para a aquisi¢do dos
dados foi utilizado o software operacional ChemStation (Agilent™). As colunas Eclipse-XDB
Cis, Eclipse-XDB Cg, Eclipse-XDB Phenyl e Eclipse Ciano (4,6 x 250 mm, 5 um), da marca
Agilent®, foram utilizadas durante o desenvolvimento do método analitico.

A substancia quimica de referéncia e a amostra foram pesadas em balanga analitica
(precisdo de 0,00001g, Mettler, modelo Excellence XS 205 DU). Os demais produtos foram
pesados em balanca analitica, Shimadzu AY220. As soluc¢des preparadas foram sonicadas em
aparelho ultrassom Unique, modelo Ultrasonic Cleaner. Para ajuste do pH da solugdo tampao
foi utilizado o peagdmetro digital, Thermo, modelo Orion 3 star.

Para o estudo de degradacdo forcada foram utilizados os equipamentos: Camara de
fotoestabilidade (Nova Etica, modelo 424/CF), estufa de secagem (Tecnal, modelo TE 393/2)
e camara climatica (Mecalor, modelo ECL12LAR-URC).

5. METODOS

5.1. Desenvolvimento do método analitico

Ensaios preliminares foram realizados com o objetivo de se obter condi¢des
cromatograficas adequadas para a quantificagdo da cefalotina sddica na forma farmacéutica
po para inje¢do, bem como a separagdo de suas impurezas e produtos de degradagdo, redugdo
de assimetria e pureza de pico.

Baseando-se no requisito necessario o para limite de notificagdo de produtos de
degradacao (ICH, 2006; BRASIL, 2013), o método para a determinacdo de cefalotina sodica
deve contemplar um limite de quantificacdo (LQ) de pelo menos 0,05%, j& que a dose diaria

administrada de cefalotina sodica pode ultrapassar 1g, conforme visto na Tabela 4. Assim
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sendo, os produtos de degradagdo que porventura se formarem podem ser quantificados em
area % acima ou igual a este valor.

Na Tabela 6, apresentam-se as condi¢des cromatograficas que foram testadas no
desenvolvimento do método analitico. Apds a estabiliza¢do do sistema, foram injetadas as
solucdes padrdo e amostra, previamente filtradas em membranas com poro de 0,45 um e 25

mm de didmetro.

Tabela 6 — Condigdes cromatograficas utilizadas no desenvolvimento de método por CLAE

para a cefalotina sodica

Parametros Descricao

Tampao fosfato de potéssio, acetonitrila e/ou metanol (isocratico e

gradiente)
Tampao fosfato de amdnio, acetonitrila e/ou metanol (isocrético e

Fase modvel gradiente)
Acido acético 0,1% + trietilamina 0,1% e acetonitrila (isocratico e

gradiente)

Trietilamina 0,1% e acetonitrila (isocratico e gradiente)

Eclipse XDB Cis (4,6 x 250 mm, 5 um)

Coluna Eclipse XDB Cs (4,6 x 250 mm, 5 pm)
Cromatografica Eclipse XDB Phenyl (4,6 x 250 mm, 5 um)
Eclipse CN (4,6 x 250 mm, 5 pm)
Comprimento
Determinado por varredura
de onda
0,8 mL/min
Vazio 1,0 mL/min
1,2 mL/min
o 10,0 nL
Volume de inje¢ao
20,0 uL
Temperatura 30,35e40°C+1°C
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5.2. Definicdo do método analitico

A partir dos estudos preliminares, nos quais foram testadas diferentes condi¢des
analiticas, juntamente com dados obtidos sobre o estudo de degradacdo for¢ada da cefalotina
sodica, estabeleceram-se os pardmetros para a definicdo do método analitico ideal por CLAE.
As condi¢des finais escolhidas estdo apresentadas na Tabela 7, e o gradiente utilizado descrito

na Tabela 8.

Tabela 7 — Parametros estabelecidos para a determinag@o de cefalotina sédica no método

indicativo de estabilidade por CLAE

Parametros Descricio

Fase A: Tampao fosfato de aménio 20 mM, pH 4,5

Fase movel
Fase B: Acetonitrila (elui¢do por gradiente*®)
Coluna analitica Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm, 5 pm) - Agilent”
Deteccao 238 nm
Vazao de fase movel 1,0 mL/min
Volume de inje¢ao 10 uL
Temperatura da coluna 35°C
Tempo de retengdo + 14,8 minutos

*ver dados na Tabela 8
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Tabela 8 — Condigdes de eluicdo em gradiente utilizado no método para determinacdo de

cefalotina sédica por CLAE

Tempo (minutos) Fase A (%) Fase B (%)
0,0 90 10
2,0 90 10
15,0 70 30
15,1 90 10
30,0 90 10

A eluigdo por gradiente linear foi utilizada.

5.2.1. Preparo de fase movel

A fase modvel A (tampdo fosfato de amonio 20 mM, pH 4,5) foi preparada pesando-se
e solubilizando-se 2,72 g de fosfato de amoénio bibdsico em 1000 mL de 4gua ultrapura.
Ajustou-se o pH para 4,5 com solugdo de 4cido fosférico 10% e filtrou-se em membrana
filtrante de celulose com poro de 0,45 um e desgaseificou-se em banho ultrassonico por 5 min
sob vacuo. A fase movel B (acetonitrila) foi desgaseificada em banho ultrassonico por 5 min

sob vacuo.

5.2.2. Obtencio da curva analitica

Para a obten¢do da curva analitica, pesaram-se 33,31 mg de cefalotina s6dica SQR (o
equivalente a 31,5 mg de cefalotina) em baldo volumétrico de 25 mL, cujo volume foi
completado com agua ultrapura, obtendo-se uma concentragio tedrica de 1250 pg/mL. Foram
transferidas aliquotas da solugdo padrdo de 2,0; 3,0; 4,0; 50 ¢ 6,0 mL para baldes
volumétricos de 10 mL e os volumes foram completados com 4gua, desta forma obtiveram-se
5 concentragdes finais, contemplando uma faixa de 50 a 150% da concentragdo tedrica: 250;

375; 500; 625 e 750 ng/mL. Cada concentragdo foi preparada em triplicata.
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5.2.3. Determinacio de cefalotina sodica em po liofilizado para solucio injetavel

5.2.3.1 Preparo da solucio de cefalotina sodica SQR

Em baldo volumétrico com capacidade para 20 mL foram pesados o equivalente a 10
mg de cefalotina; solubilizou-se e completou-se o volume com dgua ultrapura para obtengdo
da concentragdo de 500 pg/mL. Filtrou-se antes das injecdes e a solugdo foi mantida no cooler

do cromatdgrafo a liquido a 5 °C.

5.2.3.2 Preparo da solucio de cefalotina sodica amostra

Um pool com o conteudo de 20 frascos de amostra de CET, de peso médio de 1,09 g,
foi preparado. A partir deste pool de amostra, foi pesado o equivalente a 10 mg de cefalotina
em baldo volumétrico de 20 mL. O volume foi completado com agua ultrapura. As solugdes
foram preparadas em seis réplicas, as quais foram submetidas a filtragcdo antes das injecdes. A

solucdo amostra foi mantida em cooler do cromatografo a liquido a 5°C.

5.2.3.3 Estabilidade das solucdes de cefalotina sédica SQR e amostra

Verificou-se a estabilidade da solu¢do de cefalotina sédica SQR e da solu¢do amostra
apos 24 horas, em temperatura ambiente e a 5° C. Apos a obteng@o dos resultados, também foi

avaliada a estabilidade destas solu¢des em 2, 4, 6 e 8 horas em temperatura ambiente.

5.2.3.4 Calculo do teor de cefalotina séodica na amostra

A concentragdo de cefalotina sddica na amostra foi calculada pela Equacdo 1 e o seu

teor porcentual foi calculado pela Equagéo 2.

Csqr

Ca = Aa X Equacio 1

Asqr
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100

Ca% = Ca X Ct Equacio 2

Em que:

Ca = concentrag@o da amostra (pug/mL)

Ca%= concentragdo porcentual da amostra

Csqr = Concentracdo da substancia quimica de referéncia (ug/mL)

Aa = Area obtida no cromatograma da amostra

Asqr = Area obtida no cromatograma da substancia quimica de referéncia

Ct = concentragdo tedrica de cefalotina sddica na amostra (ng/mL)

5.3. Estudo de degradacio for¢cada

5.3.1. Conducio do estudo

O estudo de degradacdo forcada foi realizado avaliando-se a amostra de cefalotina
sodica em po para solucdo injetdvel em concentragdes de 500 pg/mL submetidas as condigdes
de estresse: hidrdlise acida e alcalina, oxidagdo, calor, umidade ¢ luz. As concentra¢gdes das
solucdes de degradagdo utilizadas foram determinadas de forma a se obter preferencialmente
uma faixa de degradag@o do ativo de 10 a 30% em comparagdo com a concentragdo inicial. A
exposicdo a luz foi realizada em camara de fotoestabilidade, sob lampada UV e fluorescente.

Foram integrados os picos cromatograficos de produtos de degradacdo com areas
maiores ou iguais ao limite de quantificacdo determinado pelo método. Os produtos de
degradacdo identificados pelo tempo de retencdo relativo (tgr) foram expressos em area %.
Considerou-se estavel a amostra que em até 10 dias ndo apresentou degradacdo significativa,
ou seja, superior a 2%.

As amostras e placebos foram preparados sob as mesmas condi¢des de estresse. A
pureza cromatografica das amostras citadas acima foi avaliada através do teste de pureza do
pico da substancia ativa, utilizando-se como ferramenta o software do equipamento. Foram

aceitos os indices de pureza de pico acima ou igual a 980 (98% de pureza).

Karen de Souza Rugani



Material e métodos 67

5.3.1.1 Placebo

Foi preparado o placebo com o unico excipiente presente na amostra de cefalotina
sodica em po para injecdo, que € o bicarbonato de so6dio. Considerando a informagdo contida
na bula do produto, cada 1,06 g de cefalotina sdo tamponados com 30 mg de bicarbonato de
sodio. Preparou-se entdo uma solucdo estoque em agua ultrapura, na concentracdo de 150
pg/mL de bicarbonato de sddio. Depois, para cada preparo que seja necessario de placebo,

realizou-se a dilui¢@o de 2 mL em baldo volumétrico de 20 mL com agua ultrapura.

5.3.1.2 Amostra controle

A amostra foi preparada conforme item 5.2.3.2, sem ser submetida a nenhuma
condicdo de degradacdo forcada (amostra controle), para servir de comparativo as demais

condi¢des de estresse.

5.3.1.3 Degradacao por hidroélise acida e alcalina

A amostra foi preparada separadamente com HCI1 0,1 M e NaOH 0,01 M. A solucdo
acida foi mantida a temperatura de 60 °C por 40 minutos e a solugdo alcalina em temperatura
ambiente por 5 minutos. As solu¢des foram mantidas ao abrigo da luz. As solucdes acida e
alcalina foram neutralizadas com NaOH 0,1 M e HCI 0,01 M, respectivamente, ¢ entdo

diluidas com agua ultrapura.

5.3.1.4 Degradacio oxidativa

A degradagdo oxidativa foi preparada com solu¢do de H,O, 3% e mantida sob
temperatura ambiente por 20 minutos, protegida da luz. Depois a solugdo foi diluida com agua

ultrapura.

5.3.1.5 Degradacao fotoquimica

A fotodegradacdo foi realizada expondo-se a amostra em pd de cefalotina sodica (a

amostra foi acondicionada em placa de vidro aberta) em camara de fotoestabilidade calibrada
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e equipada com fonte de luz de branca fluorescente fria similar a ISO 10977 (1993) e lampada
ultravioleta (UV) com espectro distribuido entre 320 a 400 nm e emissdo de energia maxima
entre 350 e 370 nm, por um periodo total de 10 dias, mantidas a 25 °C. Amostras também
foram analisadas nos tempos de 3 e 6 dias. A ilumina¢@o usada néo foi inferior a 1,2 milhdes
de lux.hora (Vis), nem a 200 Watt h/m* (UV), controlados por luximetro calibrado. A amostra
depois de exposta foi entdo dissolvida e diluida com 4gua ultrapura. A fonte de luz utilizada

estd de acordo com a preconizada no guia do ICH Q1B (ICH, 1996).

5.3.1.6 Degradacio térmica

A amostra de cefalotina em p6 foi aquecida a 60 °C por 10 dias, mantida em estufa, ao
abrigo da luz para o estudo da degradagdo por calor. Também foi analisada em 3 e 6 dias.

Apos o periodo de exposicdo, a amostra foi solubilizada e diluida em dgua ultrapura.

5.3.1.7 Degradaciao por umidade

A amostra em p6 de cefalotina foi mantida em camara climatica a 30° C/75% UR por
10 dias para o estudo de degradag@o por umidade. A amostra também foi analisada apos 3 e 7

dias. Apds o tempo de exposi¢do, a amostra foi solubilizada e diluida em agua ultrapura.

5.3.1.8 Preparo do padrio de identificacdo da impureza B

Uma solugdo padrio contendo 220 pg/mL de cefalotina impureza B
(desacetilcefalotina) foi preparada em agua ultrapura e analisada no estudo de degradacdo
forcada, com o intuito de identificar esta impureza dentre os produtos de degradacdo

formados.

5.4. Validaciao do método

O método desenvolvido foi validado seguindo a avaliagdo dos seguintes parametros:
adequacdo do sistema, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez, seletividade, limites de
deteccdo e de quantificacdo, de acordo com o preconizado pela literatura (BRASIL, 2003;

ICH, 2005; USP 36, 2013).
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5.4.1. Adequacio do sistema (System Suitability)

Preparou-se uma solu¢do de CET SQR, na concentracdo nominal de 100% do método
(500 png/mL), e injetou-se seis vezes. O desvio padrio relativo entre as injecdes foi calculado.
A partir destas injecdes, avaliaram-se os seguintes parametros: tempo de retencdo (tr), area do
pico, numero de pratos (N) e os fatores de cauda (T), de assimetria (Ag) e de retencdo (k’).
Além disso, foram calculados e analisados os valores de DPR% para cada um deles. Todos os

valores foram fornecidos pelo software ChemStation (Agilent").

5.4.2. Linearidade

A linearidade do método proposto foi verificada pela analise da equagdo da reta da
curva analitica obtida pelo estudo da regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados e
ANOVA. A curva analitica foi preparada a partir de uma solucdo-estoque de CET SQR na
concentracdo de 1250 pg/mL em agua ultrapura; transferiram-se aliquotas de 2,0; 3,0; 4,0; 5,0
e 6,0 mL desta solug@o para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com agua

ultrapura. As concentragdes de trabalho obtidas foram: 250; 375; 500; 625 e 750 pg/mL.

5.4.3. Precisao

A precisdo foi testada através da execucdo das etapas de repetibilidade e precisdo
intermedidria. Foram realizados ensaios de determinagdo de teor do fArmaco no produto, com

no minimo seis determinacdes em cada dia, em dias diferentes e com analistas diferentes.

5.4.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade foi realizada pela determina¢do do teor na amostra de CET através de
seis preparos de amostra no mesmo dia e em condi¢des de trabalho idénticas. O valor do

desvio padrao relativo porcentual (DPR%) entre as determinagdes foi avaliado.
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5.4.3.2 Precisio Intermediaria

A precisdo intermediaria foi avaliada através da determinacdo do teor na amostra de
CET através de seis preparos, porém realizados por um segundo analista e em dia diferente do
da repetibilidade, sob as mesmas condi¢cdes experimentais. Os valores de DPR% entre os

doseamentos foram calculados (ICH, 2005).

5.4.4. Exatidao

A exatiddo do método foi determinada pelo ensaio de recuperacdo, no qual quantidade
conhecida de padrdo foi adicionada a quantidade conhecida de amostra. Foram preparados
trés niveis de concentracdo para a recuperacdo. Cada concentragdo foi preparada em triplicata.

As amostras foram preparadas de acordo com a Tabela 9.

Tabela 9 - Preparo das solugdes para o teste de recuperacdo de CET pelo método CLAE

CET amostra CET SQR Concentracao
(1250 pg/mL) (1250 pg/mL) teorica final
(mL) (mL) (ng/mL)’
Amostra 4,0 - 250,0
R1 4,0 2,0 375,0
R2 4,0 4,0 500,0
R3 4,0 6,0 625,0
Padrio - 4,0 250,0

"'Balao volumétrico de 20 mL

A porcentagem de recuperagdo (R%) da CET foi calculada através da Equagdo 3:

(Cf —Ca)
R%= C—p x 100 Equacio 3

Karen de Souza Rugani



Material e métodos 71

Na qual:
Cf = concentragdo encontrada da solucdo amostra adicionada de SQR (pg/mL)
Ca = concentrag@o da amostra (pug/mL)

Cp = concentragdo tedrica da substancia quimica de referéncia adicionada (ng/mL)

5.4.5. Robustez

Foram realizados doseamentos da cefalotina na amostra de p6 para solucdo injetavel
apoOs a variagdo dos parametros analiticos. As respostas obtidas foram avaliadas quanto ao
desvio padrio relativo, comparando-as com as condi¢des normais de trabalho. Os parametros

alterados estdo indicados na Tabela 10.

Tabela 10 — Parametros analiticos alterados na robustez

Parametros Condigoes alteradas
Vazio da fase movel + 0,1 mL/min
Temperatura da coluna +5°C

Composicao inicial da fase mdvel solucio 20,
2%
tampao:acetonitrila

pH da fase mével (tamp@o) +0,1

5.4.6. Especificidade e seletividade

A seletividade do método proposto foi avaliada por meio do porcentual de resposta
relacionando-se o sinal obtido para a substancia ativa na auséncia dos excipientes (SQR) e o
seu sinal na preseng¢a dos excipientes (produto de referéncia). Injetaram-se uma solucdo
placebo e o branco do diluente (dgua) para verificar se possuiam alguma interferéncia na
resposta do método.

A especificidade foi avaliada através dos resultados obtidos no estudo de degradacdo

for¢ada utilizando-se amostras submetidas a condi¢des de estresse tais como: luz, calor,
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umidade, hidrélise acida, hidrélise alcalina e oxidag@o, como ja descrito no item 5.3.1. Como
ferramenta adicional no auxilio da verificagcdo da especificidade, foram extraidos os espectros
de absorcdo em 3D das amostras e placebos. Através dos espectros tridimensionais € possivel
verificar se existem outros picos cromatograficos em comprimentos de onda diferentes

daquele selecionado para o método.

5.4.7. Limite de deteccio (LD)

Considerando que o método analitico empregado neste estudo foi por CLAE, a
estimativa do limite de detec¢@o foi realizada pela relagdo de trés vezes o ruido da linha de

base. Este céalculo foi realizado pelo software do equipamento cromatdgrafo a liquido.

5.4.8. Limite de quantificacido (LQ)

O LQ foi determinado por meio do ruido, considerando aquela concentracdo que
produziu relagdo sinal-ruido de 10:1. Este céalculo foi realizado através do software do

cromatografo a liquido.
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6. RESULTADOS

6.1. Desenvolvimento de método analitico

Considerando as condigdes cromatograficas testadas durante o desenvolvimento do

método analitico (Tabela 6), algumas observagdes podem ser pontuadas:

e Com a utilizacdo das colunas Agilent Eclipse XDB-C;s e Eclipse XDB-Cs (250
x 4,6 mm; 5 pm) e tampao fosfato de potéassio/acetonitrila 80:20 (v/v) como
fase movel, o pico de cefalotina apresentou-se com fator de cauda elevado
(1,95 e 1,88, respectivamente). Entretanto, na substituicdo de acetonitrila por
metanol, mantendo-se a coluna Eclipse XDB-Cs, observou-se a deformagao do

pico do ativo, como pode ser observado na Figura 11.

Figura 11 - Cromatograma de cefalotina sédica SQR obtido durante o desenvolvimento do
método analitico. Fase mével: tampao fosfato de potassio/metanol (80:20). Coluna: Agilent
Eclipse XDB-Cs (250 x 4,6 mm; 5 pm).
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e O uso da coluna Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm) levou a
melhora na simetria do pico de cefalotina. Testou-se, entdo, o tampao fosfato
de potéssio e os solventes acetonitrila, metanol e etanol. O teste, utilizando

acetonitrila, apresentou melhor fator de cauda que os demais solventes.
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Usando a mesma coluna, varias fases moéveis contendo trietilamina foram
testadas, o que demonstrou uma melhora consideravel no fator de cauda,
porém provocou interferéncia na linha de base e na pureza do pico da

cefalotina.

A condi¢do, utilizando-se tampdo fosfato de potdssio 30 mM pH 4,5 e
acetonitrila, na propor¢do 80:20 (v/v), ao se realizar a inje¢do na concentragao

de 500 pg/mL de CET, apresentou fator de cauda muito alto (1,90).

O teste utilizando-se o tampao fosfato de amodnio e acetonitrila como solvente
solucionou o problema do fator de cauda elevado. Foram entdo feitos varios
testes e ajustes, utilizando-se diversas propor¢des de fase movel, variagdo no
pH do tampdo, gradientes, diferentes temperaturas da coluna e variagdo na
vazdo da fase movel, até que o método apresentou sua melhor performance,
com valores de fator de cauda aceitdveis, e a separagdo de um produto de
degradacdo que se forma na condi¢c@o de hidrdlise alcalina muito préoximo ao

pico de cefalotina em valor de resolugdo superior a 2.

Para o estudo de degradagdo forgada, testes foram realizados com amostras
submetidas as diferentes condigdes de estresse, variando-se tanto a
concentracdo das solucdes de HCI, NaOH e H;0,, quanto o tempo de
exposicdo. Inicialmente, utilizaram-se solu¢des mais concentradas, mantendo a
exposi¢do por um periodo de 24 horas. Depois, de acordo com a porcentagem
de degradagdo obtida de CET, foram realizados ajustes nas concentra¢des das
solucdes e no tempo de exposi¢do com o objetivo de se atingir a faixa de 10 a
30%. Tempos menores de exposicdo foram necessarios nas condigdes de
hidrolise 4cida e basica e no estresse oxidativo, e tempos maiores foram
utilizados nas demais condicdes de exposi¢do ao calor, umidade e

fotodegradacdo.

As Figuras 12 e 13 apresentam o cromatograma tipico obtido da amostra pelo método

proposto e o cromatograma ampliado da amostra, utilizando a coluna analitica Agilent Eclipse
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XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 um), vazdo de 1,0 mL/min e fase mdvel constituida por

tampao fosfato de amonio 20 mM pH 4,5 e acetonitrila no modo gradiente.

Figura 12 - Cromatograma de cefalotina sddica amostra (500 pug/mL) obtido pelo método
cromatografico proposto. Fase movel: tampao fosfato de amonio 20 mM pH 4,5:acetonitrila

(gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).
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Figura 13 - Cromatograma ampliado de cefalotina sodica amostra (500 pg/mL) no método

proposto.
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No cromatograma ampliado da amostra de CET foi possivel observar a presenga de
outros picos cromatograficos, possiveis produtos de degradacdo que ja estavam presentes na
amostra, antes da realizacdo dos testes degradagdo forcada. Na Tabela 11 estd demonstrada a

concentracdo em area % destes produtos.

Tabela 11 — Produtos de degradagdo presentes na amostra de cefalotina sddica

Tempo de retencio,

tx (min) trr Area (%)
10,53 0,72 (impureza B) 0,14
12,99 0,89 0,17
17,13 1,18 0,04
18,77 1,28 0,05

trr: tempo de retengdo relativo

6.2. Estudo de degradacao forcada

A especificidade do método foi avaliada através da injecdo de solugdes de amostra a
500 pg/mL e do placebo submetidos as condigdes de estresse (hidrélise acida, hidrolise
alcalina, oxidacdo, fotolitico, calor e umidade). O tempo total de corrida cromatografica foi
duas vezes o tempo de retengc@o do pico da cefalotina, para garantir a eluicdo de todos os
possiveis produtos de degradacio.

A degradacao foi observada apenas nas condi¢des de hidrolise 4cida, hidrdlise alcalina
¢ oxidagdo. Nas condi¢cdes de fotoestabilidade, calor ¢ umidade, a amostra de cefalotina
mostrou-se estavel, j4 que ndo ocorreu degradacdo em um periodo total de 10 dias. A pureza
de pico foi avaliada em todas as condi¢des testadas o que confirmou a especificidade do
método ao comprovar que o pico de cefalotina ¢ puro e homogéneo. A porcentagem de

degradacdo em cada condi¢do de estresse esta apresentada na Tabela 12.
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Tabela 12 — Porcentagem de degradacdo da cefalotinana amostra submetida as condi¢des de

degradacdo forcada

Teor Teor Degradaciao

Amostra / Condicao de estresse

mg/g (%) (%)
Controle (sem estresse) 1001,88 100,19 --
Hidroélise acida (HC1 0,1 M — 40 minutos) 840,57 84,06 16,10
Hidrolise alcalina (NaOH 0,01 M — 5 minutos) 852,39 85,24 14,92
Oxidagao (H20; 3% - 20 minutos) 799,15 79,91 20,24
Fotodegradacdo (UV/VIS — 3 dias) 1003,98 100,40 *
Fotodegradacdo (UV/VIS — 6 dias) 998,69 99,87 *
Fotodegradagdo (UV/VIS — 10 dias) 1000,87 100,09 *
Calor (60° C - 3 dias) 1001,20 100,12 *
Calor (60° C - 6 dias) 1009,66 100,97 *
Calor (60° C - 10 dias) 1010,04 101,00 *
Umidade (30 °C/ 75% UR — 3 dias) 1002,67 100,27 *
Umidade (30 °C/ 75% UR — 7 dias) 1013,47 101,35 *
Umidade (30 °C/ 75% UR — 10 dias) 1015,12 101,51 *

* <DPR

6.2.1. Identificacdo da impureza B (desacetilcefalotina)

A impureza B (desacetilcefalotina) identificada por analise comparativa com a solugao
padrao de referéncia, apresentou tempo de reten¢do aproximadamente de 10,5 minutos e
tempo de retencdo relativo (tgr) de 0,72, como pode ser observado no cromatograma da

Figura 14. O seu espectro de absorc¢do esta representado na Figura 15.
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Figura 14 - Cromatograma representativo do padrdo de impureza B (desacetilcefalotina).
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Figura 15 - Espectro de absor¢@o da solug@o padrio de impureza B (desacetilcefalotina).
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A seguir estdo representados os cromatogramas das amostras de cefalotina e dos
placebos sob as diversas condigdes de estresse realizadas, além do espectro de absor¢do da

cefalotina na amostra.

6.2.2. Condicao normal (controle)

Os cromatogramas da amostra de cefalotina e do placebo sem nenhuma condicdo de
estresse (amostra e placebo controle) e o espectro de absor¢do da amostra podem ser

observados nas Figuras 12, 16 ¢ 17.
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Figura 16 - Cromatograma representativo do placebo no estudo de degradagdo forcada sem

estresse (placebo controle). Fase mével: tampao fosfato de amonio 20 mM pH 4,5:acetonitrila

(gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).
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6.2.3. Condicao de hidrolise acida

Os cromatogramas da amostra de cefalotina, da amostra ampliada contemplando seus
produtos de degradagdo e do placebo submetidos a hidrolise acida (HCI 0,1 M a 60 °C, apods
40 minutos) podem ser observados nas Figuras 18, 18 e 20. O espectro de absor¢do ¢
semelhante ao observado na Figura 17. Houve formagdo de sete produtos de degradacio,

inclusive a impureza B.

Figura 18 - Cromatograma representativo da amostra de cefalotina no estudo de degradacao
forgada sob hidrélise acida (HC1 0,1 M a 60 °C, apds 40 minutos). Fase mdvel: tampao fosfato
de amodnio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250
x 4,6 mm; 5 um).
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Figura 19 - Cromatograma ampliado da amostra de cefalotina contemplando seus produtos de

degradacdo sob condic¢do de estresse acida (HCI 0,1 M a 60 °C, apds 40 minutos).
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Figura 20 - Cromatograma representativo do placebo no estudo de degradagdo forgada sob

hidrolise acida (HCI1 0,1M a 60°C, apds 40 minutos). Fase movel: tampao fosfato de amonio

20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm,;

5 um).
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6.2.4. Condicao de hidrolise alcalina

Os cromatogramas da amostra de cefalotina, da amostra contemplando seus produtos
de degradagdo e do placebo submetidos a hidrélise alcalina (NaOH 0,01 M em temperatura
ambiente, apds 5 minutos) podem ser observados nas Figuras 21, 22 e 23. O espectro de
absorcdo ¢ semelhante ao observado na Figura 17. Houve formagdo de oito produtos de

degradagdo, inclusive a impureza B.

Figura 21 - Cromatograma representativo da amostra de cefalotina no estudo de degradacao
forcada sob hidrolise alcalina (NaOH 0,01 M em temperatura ambiente, apds 5 min). Fase
movel: tampao fosfato de amoénio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent

Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 um).
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Figura 22 - Cromatograma ampliado da amostra de cefalotina contemplando seus produtos de

degradagdo sob condi¢@o de estresse alcalina (NaOH 0,01 M em temperatura ambiente, apos 5

minutos).
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Figura 23 - Cromatograma representativo do placebo no estudo de degradagdo forgada sob
hidrolise alcalina (NaOH 0,01 M em temperatura ambiente, apds 5 min). Fase mével: tampao
fosfato de amodnio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-
Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 um).
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6.2.5. Condicao oxidativa

Os cromatogramas da amostra de cefalotina, da amostra contemplando seus produtos
de degradacdo e do placebo submetidos ao estresse oxidativo (H,O, 3% em temperatura
ambiente, 20 min) podem ser observados nas Figuras 24, 25 e 26. O espectro de absor¢do ¢
semelhante ao observado na Figura 17. Houve formacdo de nove produtos de degradagdo,

inclusive a impureza B.

Figura 24 - Cromatograma representativo da amostra de cefalotina no estudo de degradacao
forcada sob oxida¢do (H,O, 3% em temperatura ambiente, 20 min). Fase movel: tampao
fosfato de amdnio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-
Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 um).
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Figura 25 - Cromatograma ampliado da amostra de cefalotina contemplando seus produtos de

degradacdo sob condicdo de estresse oxidativo (H>O, 3% em temperatura ambiente, apos 20

minutos).
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Figura 26- Cromatograma representativo do placebo no estudo de degradagdo forcada sob
oxidacdo (H,O, 3% em temperatura ambiente, 20 minutos). Fase movel: tampao fosfato de
amonio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x
4,6 mm; 5 pm).
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6.2.6. Condicao de fotodegradacao

Na exposi¢do a luz (camara de fotoestabilidade — 1ampada UV/VIS a 25 °C) a amostra
foi preparada apo6s 3 dias, 6 dias e 10 dias de exposi¢do, na qual demonstrou-se estavel depois
deste periodo, j4 que ndo ocorreu degradacdo da CET superior a 2%. Considerando este
resultado, apenas os cromatogramas referentes ao tempo final (10 dias) da amostra e do
placebo estdo representados nas Figuras 27 e 28. O espectro de absor¢do é semelhante ao

observado na Figura 17.

Figura 27 - Cromatograma representativo da amostra de cefalotina no estudo de degradacdo
forcada de exposi¢do a luz (fotodegradacdo — UV/VIS a 25 °C, 10 dias). Fase mével: tampao
fosfato de amonio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-
Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 um).
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Figura 28 - Cromatograma representativo do placebo no estudo de degradagdo forcada de
exposicdo a luz (fotodegradacdo — UV/VIS a 25 °C, 10 dias). Fase movel: tampao fosfato de
amoénio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x
4,6 mm; 5 pm).
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6.2.7. Condicao sob calor

Na condigdo sob calor (estufa a seco, 60 °C), a amostra foi preparada apos 3 dias, 6
dias e 10 dias de exposicdo e demonstrou-se estavel, ja que ndo ocorreu degradacido da CET
superior a 2%. Considerando este resultado, apenas os cromatogramas referentes ao tempo
final (10 dias) da amostra e do placebo estdo representados nas Figuras 29 e 30. O espectro de

absor¢do ¢ semelhante ao observado na Figura 17.
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Figura 29 - Cromatograma representativo da amostra de cefalotina no estudo de degradacdo
forcada sob calor (60 °C, 10 dias). Fase moével: tampao fosfato de aménio 20 mM pH
4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 um).
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Figura 30 - Cromatograma representativo do placebo no estudo de degradagdo forgcada sob
calor (60 °C, 10 dias). Fase movel: tampdo fosfato de aménio 20 mM pH 4,5:acetonitrila
(gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).
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6.2.8. Condicao de umidade

Na condi¢do sob umidade (camara de estabilidade a 30 °C e 75% UR), a amostra foi
preparada apds 3 dias, 7 dias e 10 dias de exposicdo, na qual demonstrou-se estavel depois
deste periodo, ja que ndo apresentou degradacdo de CET superior a 2%. Considerando estes
dados, apenas os cromatogramas referentes ao tempo final (10 dias) da amostra e do placebo
estdo representados nas Figuras 31 e 32. O espectro de absor¢do ¢ semelhante ao observado

na Figura 17.

Figura 31 - Cromatograma representativo da amostra de cefalotina no estudo de degradacio
forcada sob umidade (30 °C/75% UR, 10 dias). Fase movel: tampao fosfato de aménio 20 mM
pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).

DAD1 A, 5ig=238,4 Ref=off (2012VCL451319190713 2013-07-19 08-37-541190713000013.D)

mAL :
1400

&= Cephalothin

1200 —

L

1000
&0D —
60D —

400+

2004 |

. I\, .

0 5 10 15 20 25 miny

Karen de Souza Rugani



Resultados 91

Figura 32 - Cromatograma representativo do placebo no estudo de degradagdo forcada sob
umidade (30 °C/75% UR, 10 dias). Fase moével: tampdo fosfato de amoénio 20 mM pH
4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 um).
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Um resumo com as condi¢des finais de degradagdo forcada para a cefalotina na
amostra, juntamente com os dados de degrada¢do em porcentagem e pureza do pico estdo

detalhados na Tabela 13.

Tabela 13 — Resumo dos resultados da degradacdo forcada sob as condi¢des de estresse

realizadas para a amostra de cefalotina

Condicao de estresse Tempo " 7o Pureza do

Degradacao pico de CET
Hidrolise acida (HCI 0,1 M, 60 °C) 40 minutos 16,10 99,92
Hidroélise alcalina (NaOH 0,01 M, 60 °C) 5 minutos 14,92 99,91
Oxidagdo (H,0O, 3%, temp. ambiente) 20 minutos 20,24 99,98
Fotodegradacao (UV/VIS) 10 dias * 99,98
Calor (60 °C) 10 dias * 99,98
Umidade (30 °C/75% UR) 10 dias * 99,91

*<DPR
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6.2.9. Produtos de degradacio

Considerando que apareceram picos de produtos de degradacdo nos cromatogramas
das amostras submetidas ao estresse (hidrdlise acida, hidrolise alcalina e oxidativa), inclusive
a impureza B, o método proposto tem uma excelente seletividade, ja que a resolugdo entre a
CET e os outros compostos apresentou resolu¢do minima de 2,4. No total foram encontrados
18 produtos de degradacdo, os quais foram quantificados em area % e extraidos os seus
espectros de absorcao.

Na Tabela 14 estdo indicados os sete produtos de degrada¢do formados durante o
estudo de degradagdo forcada de CET na condigdo de estresse hidrolise 4cida, sua

quantificagdo em area % e os valores obtidos de resolugdo entre os picos cromatograficos.

Tabela 14 — Produtos de degradag¢do formados durante o estudo de degradacdo for¢ada —

Condigao hidroélise acida

Tempo de retencio,

t (min) trRr Area (%) Resolucio, R,

6,48 0,44 0,73 -

8,47 0,58 0,23 8,9
10,54 0,72 (impureza B) 3,05 10,9
12,12 0,82 0,04 8,4
12,78 0,87 1,54 3,6
13,03 0,89 0,13 1,6
13,45 0,92 1,80 2,6
14,69 Cefalotina - 6,5

trr: tempo de retengdo relativo

Na Figura 33 estdo detalhados os espectros de absor¢do de cada produto de
degradacdo formado sob a condi¢cdo de hidrdlise acida. Os valores de pureza de pico dos
produtos de degradagdo, comprovando que a andlise destes compostos no produto final

também ¢ especifica e seletiva, podem ser visualizados na Tabela 15.
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Figura 33 - Espectros de absor¢do dos produtos de degradag¢do formados durante o estudo de

degradacdo forgada — Condicao hidrolise acida (tzr = tempo de retencdo relativo).
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Tabela 15 — Pureza de pico dos produtos de degradacdo formados na amostra submetida a

hidrolise acida

Pureza de pico (%)

trr
0,44 99,89
0,58 99,96
0,72 (impureza B) 99,98
0,82 99,51
0,87 99,96
0,89 99,95
0,92 99,94

trr: tempo de retengdo relativo

Na Tabela 16 estdo indicados os oito produtos de degradagdo formados durante o

estudo de degradacdo forgada de CET sob hidrélise alcalina, sua quantificacdo em éarea % e os

valores obtidos de resolugdo entre os picos cromatograficos.

Tabela 16 — Produtos de degradag¢do formados durante o estudo de degradacdo for¢ada —

Condigao hidrélise alcalina

Tempo de retencio, tg

trRr Area (%) Resolucio, R,

(min)

4,30 0,29 0,11 -
5,39 0,37 0,06 6,3
6,55 0,44 2,86 5,1
10,57 0,72 (impureza B) 10,49 17,8
13,08 0,89 0,16 14,5
14,75 Cefalotina - 8,9
15,25 1,04 0,05 2,4
17,25 1,18 0,05 10,1
18,87 1,28 0,04 8,5

trr: tempo de retencdo relativo
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Na Figura 34 estdo detalhados os espectros de absor¢do de cada produto de

degradacdo formado sob hidrélise alcalina. Os valores de pureza de pico dos produtos de

degradacdo podem ser visualizados na Tabela 17.

Figura 34 - Espectros de absor¢do dos produtos de degradacido formados durante o estudo de

degradacdo forgada — Condicao hidrélise alcalina (tzz = tempo de retengdo relativo).
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Tabela 17 — Pureza de pico dos produtos de degradacdo formados na amostra submetida a

hidrolise alcalina

trr Pureza de pico (%)
0,29 99,01
0,37 99,88
0,44 99,84
0,72 (impureza B) 99,94
0,89 99,92
1,04 99,89
1,18 99,70
1,28 98,09

trr: tempo de retengdo relativo

Na Tabela 18 estdo indicados os nove produtos de degradagcdo formados durante o
estudo de degradacdo forgada de CET na condi¢do de estresse oxidativo, sua quantificacdo em

area % e os valores obtidos de resolucdo entre os picos cromatograficos.

Tabela 18 — Produtos de degradag¢do formados durante o estudo de degradacdo for¢ada —

Condi¢ao oxidativa

tr (min) trr Area (%) Resoluciio, R,
3,87 0,26 0,13 -
5,69 0,39 0,13 8.8
6,49 0,44 1,54 32
7,15 0,49 0,25 2,9
8,82 0,60 1,80 9,0
10,55 0,72 (impureza B) 0,12 9,8
11,18 0,76 9,50 3.8
11,37 0,77 1,26 1,3
13,03 0,89 0,14 10,8
14,69 Cefalotina - 8,9

tr: tempo de retengdo; tgg: tempo de retengdo relativo

Na Figura 35 estdo detalhados os espectros de absorcdo de cada produto de
degradacdo formado sob estresse oxidativo. Os valores de pureza de pico dos produtos de

degradacdo podem ser visualizados na Tabela 19.
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Figura 35 - Espectros de absor¢do dos produtos de degradag¢do formados durante o estudo de

degradacdo forgada — Condicao oxidativa (tz = tempo de retencgdo relativo).
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Tabela 19 — Pureza de pico dos produtos de degradacdo formados na amostra submetida a

oxidagdo

trr Pureza de pico (%)
0,26 99,97
0,39 99,67
0,44 99,96
0,49 99,97
0,60 99,96

0,72 (impureza B) 99,96
0,76 99,76
0,77 99,16
0,89 99,97

Trr: Tempo de retengéo relativo

6.2.10. Espectros de absor¢ao em 3D

Foram extraidos os espectros de absor¢cdo em 3D do padrdo de CET, do branco (dgua
ultrapura), das amostras de cefalotina e dos respectivos placebos, ambos submetidos a
degradagdo for¢ada, conforme observado nas Figuras 36 a 51. E possivel observar que nio
ocorreu a formag¢do de nenhum pico cromatografico diferente dos listados neste estudo,

mesmo com a variagdo do comprimento de onda.
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Figura 36 - Espectro 3D de cefalotina SQR. Fase movel: tampao fosfato de amonio 20 mM
pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).

w o yEm i A o

Figura 37 - Espectro 3D do branco (agua purificada). Fase mével: tampao fosfato de amonio
20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-Phenyl (250 x 4,6 mm;
5 um).

Karen de Souza Rugani



Resultados 100

Figura 38 - Espectro 3D da amostra controle de cefalotina. Fase mével: tampdo fosfato de

amonio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-Phenyl (250 x
4,6 mm; 5 pm).

Figura 39- Espectro 3D do placebo controle. Fase mdvel: tampao fosfato de amonio 20 mM
pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).
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Figura 40 - Espectro 3D da amostra de cefalotina apds hidrolise acida. Fase mével: tampao

fosfato de amdnio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-
Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).

Figura 41 - Espectro 3D do placebo apos hidrolise acida. Fase movel: tampdo fosfato de

amonio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-Phenyl (250 x
4,6 mm; 5 pm).
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Figura 42 - Espectro 3D da amostra de cefalotina apds hidrdlise alcalina. Fase mdvel: tampao
fosfato de amoénio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-
Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).
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Figura 43 - Espectro 3D do placebo apds hidrélise alcalina. Fase movel: tampao fosfato de

amoénio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-Phenyl (250 x
4,6 mm; 5 pm).
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Figura 44 - Espectro 3D da amostra de cefalotina apds estresse oxidativo. Fase movel:
tampao fosfato de amonio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse
XCB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).

Figura 45 - Espectro 3D do placebo apos estresse oxidativo. Fase movel: tampao fosfato de

amoénio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-Phenyl (250 x
4,6 mm; 5 pm).

G LT I =T T I T R =

Karen de Souza Rugani



Resultados 104

Figura 46 - Espectro 3D da amostra de cefalotina sob fotodegradacdo. Fase mével: tampao

fosfato de amdnio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-
Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).

Figura 47 - Espectro 3D do placebo sob fotodegradacdo. Fase movel: tampdo fosfato de

amoénio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-Phenyl (250 x
4,6 mm; 5 pm).
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Figura 48 - Espectro 3D da amostra de cefalotina apds exposicdo ao calor. Fase moével:
tampao fosfato de amonio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse
XCB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).

Figura 49 - Espectro 3D do placebo apds exposicdo ao calor. Fase mével: tampao fosfato de
amonio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-Phenyl (250 x
4,6 mm; 5 pm).
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Figura 50 - Espectro 3D da amostra de cefalotina apos exposi¢do a umidade. Fase movel:
tampao fosfato de amonio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse
XCB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 pm).

P

Figura 51 - Espectro 3D do placebo apds exposi¢do a umidade. Fase movel: tampao fosfato

de amodnio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente). Coluna: Agilent Eclipse XCB-Phenyl (250
X 4,6 mm; 5 um).
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6.3. Validacio de método analitico

6.3.1. Adequacio do sistema (System Suitability)

Os parametros avaliados na adequacdo do sistema foram: fator de cauda (T), fator de
retencdo (k’), pratos teoricos (N), tempo de retencdo (tg), fator de assimetria (As) e desvio
padrdo relativo (DPR) entre as areas obtidas do pico de cefalotina das 6 inje¢des da solugdo
padrio a 500 pg/mL (concentracdo nominal equivalente a 100%). O cromatograma
representativo do padrdo de cefalotina esta ilustrado na Figura 52. Os resultados da adequagao
do sistema estdo detalhados na Tabela 20 e na Figura 53 podem ser observados os dados
fornecidos pelo software do equipamento cromatografo a liquido para a primeira injecdo da

solu¢do padrao de cefalotina.

Figura 52 - Cromatograma da solu¢do padrdo de cefalotina.
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Figura 53 — Dados obtidos no cromatograma da primeira inje¢do da solug¢do padrio de

cefalotina na adequag@o do sistema.
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Tabela 20 — Analise de adequag@o do sistema para o método por CLAE para andlise de

cefalotina sodica

Tempo de Fator de Numero Fator de Fator de

Injecdo retencio (min) Area cauda de pratos retencdo assimetria
tr T N K’ As
1 14,67 10027,6 1,62 67987 6,05 0,50
2 14,58 10115,7 1,62 68468 6,10 0,51
3 14,84 10219,7 1,63 69828 6,13 0,51
4 14,85 10192,5 1,61 69447 6,14 0,50
5 14,80 10151,5 1,62 69887 6,12 0,51
6 14,75 10079,1 1,63 69806 6,09 0,50
Média 14,75 10131,0 1,62 69237 6,11 0,51
DPR (%) 0,72 0,71 0,46 1,17 0,54 1,08

Os resultados comprovam a adequagdo do sistema, com valores de fator de cauda
inferior a 2, numeros de pratos superior a 2000, fator de retencdo superior a 2, ¢ DPR entre as

inje¢des menor que 2% (WOOD, 1999; SHABIR, 2003).

6.3.2. Linearidade

A linearidade para a cefalotina foi avaliada na faixa de concentragdo de 250 a 750
ug/mL. Os valores das areas obtidas pelas diferentes concentracdes de cefalotina sddica SQR
estdo apresentados na Tabela 21. A equacdo da reta y=19,61310x + 32,46989 e os
coeficientes de determinacdo (r): 0,99998 e de correlagdo (r): 0,99999 foram obtidos. Foi

realizada analise estatistica através do calculo da ANOVA.

Karen de Souza Rugani



Resultados

110

Tabela 21 - Valores de areas referentes ao pico de CET SQR para a construgdo da curva

analitica de CLAE
Concentracao , i . )
Area Area média = e.p.m. DPR*(%)
(ng/mL)
4987,19
250 4977,61 4979,76 + 6,62 0,13
4974.,49
7460,96
375 7447,31 7455,58 £ 7,27 0,10
7458.47
9962.43
9944,51 + 17,41 0,18
500 9927.67
9943,43
12430,60
625 12419.40 12428,80 + 8,64 0,07
12436,40
14898,20
750 14849,70 14873,23 + 24,28 0,16
14871,80

"e.p.m.: erro padrio da média
* DPR: desvio padrio relativo

A curva analitica foi obtida por meio de um grafico plotado no Excel, conforme

ilustrado na Figura 54.
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Figura 54 - Curva analitica de cefalotina SQR obtida pelo método CLAE. Fase mdvel:

tampao fosfato de amoénio 20 mM pH 4,5:acetonitrila (gradiente), vazdo de 1,0 mL/min.

Coluna: Agilent Eclipse XDB-Phenyl (250 x 4,6 mm; 5 um).
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A ANOVA foi calculada para os dados da curva analitica de CET SQR e os valores

obtidos estdo apresentados na Tabela 22.

Tabela 22 - Analise de variancia dos valores de area determinados na obtenc¢do da curva

analitica de CET SQR, utilizando o método por CLAE

Fontes de Graus de Soma de Variancia F F
variacio liberdade quadrados calculado tabelado
Entre 18392150084 4598037521  216087,90% 3,48
concentragdes
Regresséio 1 183919607,25 183919607,25  864342,70%* 4,96
linear
Desvio da 3 1893,60 631,20 2,97 3,71
linearidade
Residuo 10 2127,86 212,79 - -
Total 14 183923628,70 - ; -

*Significativo para p < 0,05
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A andlise estatistica comprovou que ndo existe desvio significativo da linearidade das
concentragdes utilizadas e que existe regressdo linear nos dados obtidos, com intervalo de

confianca de 95%.

6.3.3. Precisao

A precisdo do método foi avaliada através da andlise da repetibilidade e da precisdo
intermedidria. A repetibilidade do método foi avaliada por seis determinagdes do teor na
amostra a 500 ug/mL. A precisdo intermediaria foi realizada por um segundo analista e em
dia diferente da repetibilidade. Os resultados foram expressos com base nos valores de DPR
porcentuais, para a repetibilidade o valor obtido foi de 0,55% e para a precisdo intermedidria
foi de 0,64%, confirmando a precisdo do método. Todos os dados estdo demonstrados na

Tabela 23.

Tabela 23 — Precisdo para CET no método indicativo de estabilidade por CLAE

Amostra Teor (%) Teor médio (%) DPR (%)
Repetibilidade
1 99,83
2 100,76
3 99,18
4 99,95 100,07 0,55
5 100,41
6 100,29
Precisido Intermediaria
1 99,14
2 99,16
3 99,16
4 98.98 99,38 0,55
5 99,34
6 100,46
DPR médio 0,64

DPR = desvio padrao relativo
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6.3.4. Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada por meio da recuperagdo, realizando-se a adi¢do de
padrdo em trés niveis de concentracdo diferentes (75%, 100% e 125%), em triplicata, como
descrito nas Tabelas 4 e 5. Os resultados de porcentagem de recuperagdo e DPR (%) foram

respectivamente, 99,41% e 0,54%, e estdo detalhados na Tabela 24.

Tabela 24 — Recuperagdo obtida para a determinagdo de CET por CLAE

CET SQR CET SQR 5
Recuperacio Recuperacio DPR
adicionada encontrada .
(%) média (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL)
R1 123,15 123,07 99,93
R2 246,30 243,50 98,86 99.41 0,54
R3 369,46 367,44 99,45

" Valor médio de trés replicatas
* DPR= Desvio padrio relativo

6.3.4.1 Robustez

Os parametros como vazao, propor¢do de fase mdvel, temperatura da coluna e pH da
solugdo tampdo foram alterados no método analitico. A robustez do método proposto foi
demonstrada, uma vez que ndo foram observadas variagdes significativas, comprovadas pelos
valores de DPR obtidos inferiores a 0,38%. Os resultados obtidos estdo apresentados na

Tabela 25.
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Tabela 25 — Parametros avaliados na robustez do método analitico para determinagdo de CET

por CLAE

Parimetros Teor CET DPR

(%) (%)

Vazdo de fase moével 0,9 mL/min 99,34 0,15
Vazio de fase mével 1,1 mL/min 99,64 0,36
Temperatura da coluna 25 °C 99,53 0,28
Temperatura da coluna 35 °C 99,66 0,37
Fase movel — 92:08 (tampao:acetonitrila) 99,42 0,20
Fase mével — 88:12 (tampao:acetonitrila) 99,52 0,28
pH fase movel 4,4 99,63 0,20
pH fase movel 4,6 99,80 0,07

DPR = desvio padrio relativo

6.3.5. Limite de deteccio

Os resultados experimentais obtidos (n=5) do LD para a cefalotina estdo representados

na Tabela 26 e o valor obtido foi de 0,0760 pg/mL, equivalente a 0,015% da concentragdo

nominal do método. A relagdo sinal-ruido foi calculada automaticamente pelo software do

equipamento, ¢ o valor obtido foi superior a 3:1. O cromatograma representativo esta

demonstrado na Figura 55.

Tabela 26 - Areas obtidas para o limite de detec¢io para CET

Concentracio (%) Area

Area média

DPR'(%)

1,55917
1,64733
0,015 1,56544
1,59378
1,62950

1,59904

2,42

'DPR = desvio padrio relativo
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Figura 55 - Cromatograma representativo do LD para a cefalotina por CLAE.
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6.3.6. Limite de quantificacio

Os resultados experimentais obtidos (n=5) do LQ para a cefalotina estdo representados
na Tabela 27 e o valor obtido foi de 0,2532 pg/mL, equivalente a 0,05% da concentracio
nominal do método. A relagdo sinal-ruido foi calculada automaticamente pelo software do
equipamento e o valor obtido foi superior a 10:1. O cromatograma representativo esta

demonstrado na Figura 56.

Tabela 27 - Areas obtidas para o limite de quantifica¢io da cefalotina

Concentracio (%) Area Area média DPR! (%)

4,68049
4,50896
0,05 4,53711 4,56926 1,78
4,62796
4,49180

'DPR= desvio padrio relativo

Karen de Souza Rugani



Resultados 116
Figura 56 - Cromatograma representativo do LQ para a cefalotina por CLAE.
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6.3.7. Seletividade/Especificidade

Na determinag¢do da especificidade do método proposto, o estudo da degradacdo

forcada da amostra de cefalotina sédica em pd para solugdo injetdvel foi realizado para

verificar a sua capacidade discriminativa frente aos produtos de degradagdo, isto é, ser

indicativo de estabilidade. Os resultados foram apresentados no item 6.2.

A seletividade foi comprovada ao se verificar a inexisténcia de picos interferentes no

placebo e no diluente da amostra. Na Figura 57 € possivel visualizar a sobreposi¢do dos

cromatogramas do placebo e da amostra de cefalotina, enquanto que na Figura 58 o

cromatograma referente ao branco do diluente utilizado (dgua purificada) esta representado.
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Figura 57 — Cromatogramas realizados no estudo de seletividade do método CLAE frente a

sobreposi¢cdo de cefalotina sddica p6 para injecdo e placebo.
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Figura 58 - Cromatograma representativo do branco (diluente).
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6.4. Estabilidade das solucdes de cefalotina sédica SQR e amostra

Na Tabela 28 estdo descritos os resultados para o teste de estabilidade das solugdes
padrao (SQR) e amostra de CET apos 24 horas. As solugdes mostraram-se estaveis por 24
horas quando mantidas em cooler a 5 °C, porém sob temperatura ambiente foi observada a

degradacio.

Tabela 28 - Estabilidade da solucdo de CET SQR e amostra apds 24 horas em temperatura

ambiente e refrigerada

Temperatura Degradacao Temperatura Degradacao
5°C (%) ambiente (%)
Solugdo SQR 0,77 Solug¢do SQR 7,60
Solugdo amostra 0,53 Solugdo amostra 7,73

Como as solugdes SQR e amostra ndo foram estaveis apds 24 horas em temperatura
ambiente, determinou-se o tempo maximo de estabilidade, em horas, destas solucdes. Os
resultados estdo descritos na Tabela 29. A solucdo SQR e a solu¢do amostra mostraram-se

estaveis por 6 horas.

Tabela 29 - Estabilidade da solu¢do de CET SQR e amostra em temperatura ambiente

Solucio SQR Solu¢io Amostra
Tempo Degradacio Tempo Degradacao
(h) (%) (h) (“o)
2 0,06 2 0,21
4 0,63 4 0,49
6 1,84 6 1,50
8 2,85 8 2,81
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7. DISCUSSAO

A produgdo de medicamentos seguindo as regulamentacdes sanitarias no que tange
seguranga, eficacia e qualidade ¢ um desafio constante a ser realizado pelas industrias
farmacéuticas e o controle de qualidade fornece ferramentas para se avaliar a qualidade do
produto final. Os estudos de estabilidade tém importdncia fundamental neste contexto,
considerando que pode vir a ocorrer formacao de produtos de degradacdo ao longo de estudo
de estabilidade, no entanto, estes estudos devem ser conduzidos utilizando-se métodos
analiticos adequados que forne¢am resultados mais confidveis.

De acordo com o FDA (1987) os métodos indicativos de estabilidade sdo
procedimentos analiticos quantitativos baseados nas caracteristicas estruturais, quimicas ou
biologicas e nas propriedades de cada ingrediente ativo de um medicamento; e que distinguira
cada fairmaco de seus produtos de degradagdo de tal modo que o contetido deste possa ser
cuidadosamente medido.

A Anvisa, a partir da publicagdo da RDC n° 58 de dezembro de 2013, inicia a
regulamentagdo para a verificacdo de produtos de degradac¢do formados ao longo do prazo de
validade dos medicamentos (BRASIL, 2013). Este fato justifica novas pesquisas nessa area
para o desenvolvimento de método analitico submetido a degradacdo for¢ada para a cefalotina
sodica. Foi verificado que mesmo havendo diversos métodos analiticos descritos na literatura
para este fAirmaco, ndo havia um método indicativo de estabilidade para o medicamento em
questdo. Além do mais, o desenvolvimento de métodos analiticos para a andlise de
antimicrobianos ja faz parte das atividades do grupo de pesquisa no qual este trabalho foi
desenvolvido.

Neste estudo, foi desenvolvido um método indicativo de estabilidade por CLAE, com
a finalidade de separar a cefalotina de seus possiveis produtos de degradagdo, inclusive da
impureza B, seu metaboélito menos ativo, que foi devidamente identificado frente o padrdo de
referéncia. Este método foi entdo desenvolvido para a determinag@o quantitativa de cefalotina
e para a quantificacdo em area % dos produtos de degradacdo nas amostras provenientes de
estudos de estabilidade, a fim de monitorar tanto a perda do principio ativo quanto a formacao
dos produtos de degradacdo durante o prazo de validade do medicamento no produto acabado.

A CLAE ¢ uma das técnicas de separagdo mais utilizadas para fins qualitativos e

quantitativos, a crescente utilizacdo desta técnica se deve ao fato dela permitir determinagdes
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quantitativas com boa sensibilidade e por possibilitar a separacdo de compostos ndo-volateis e
instaveis termicamente, com destaque no ramo da induastria farmacéutica, além de muitos
outros campos da ciéncia (TONHI et al., 2002). Além disso, a CLAE ¢ um importante
membro da familia de técnicas de separacdo, j4 que consegue separar misturas com grande
numero de compostos similares (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006) e se destaca ainda
por apresentar algumas propriedades importantes como: alto poder de resolugdo e alta
velocidade de separag@o, além de permitir andlises repetitivas e reprodutivas com a mesma
coluna.

Na cromatografia em fase reversa, a fase estacionaria ¢ apolar e a fase movel mais
fraca ¢ a agua, a forg¢a entdo ¢ ajustada por adigdo de solvente organico polar. A fase
estaciondria exerce um papel fundamental na retencdo e na seletividade (OHANNESIAN;
STREETER, 2002).

Portanto, a escolha desta técnica no presente estudo se justifica entdo pelo fato de que
um método ideal deve ser capaz de quantificar precisamente o composto de origem bem como
todos os seus produtos de degradacdo (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011). Dentre os
métodos indicativos de estabilidade, a técnica mais prevalente ¢ CLAE em fase reversa, que
conta com 85% ou mais de aplicagdes farmacéuticas em geral (CARSTENSEN; RHODES,
2007).

Durante o desenvolvimento do método analitico, diferentes fases estacionarias tais
como C18, C8, fenil e ciano, bem como diferentes composi¢cdes de fases moveis foram
testadas (tampdo fosfato de potéssio, trietilamina a 0,1% (v/v), trietilamina a 0,1% + 4cido
acético a 0,1 (v/v), acetonitrila, metanol e etanol), até a otimiza¢do do método proposto. A
otimizacdo do método foi realizada para permitir que o pico cromatografico da cefalosporina
estudada fosse simétrico, puro e com resolugdo satisfatoria em relacdo a seus produtos de
degradagdo. A utilizacdo da eluicdo por gradiente no método proposto permitiu essa maior
simetria dos picos cromatograficos, assim como a melhor resolu¢do e menor fator de cauda.

A maior preocupagdo neste tipo de estudo € a separacdo bem sucedida de todos os
produtos de degradag¢do do farmaco e um do outro, ou seja, o desenvolvimento do método
indicativo de estabilidade (BAKSHI; SINGH, 2002). Por isso, a preferéncia deve ser dada a
um método seletivo, com énfase na pureza de pico (SINGH et al., 2013).

E importante lembrar que o teste de estresse é de natureza preditiva, ou seja, oposto a

definitiva (BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011). Os produtos de degradacdo gerados a
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partir de estudos de degradacdo forcada sdo potenciais produtos de degradacdo que podem ou
nao ser formados sob as correspondentes condi¢cdes de armazenamento, porém auxiliam no
desenvolvimento do método indicativo de estabilidade (BLESSY et al., 2014).

O limite de detec¢do € a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, mas ndo necessariamente quantificado (ANVISA, 2003; ICH, 2005). Ja o
limite de quantificagdo ¢ a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser
determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis. E um pardmetro que deve ser determinado,
principalmente, para ensaios quantitativos de impurezas, produtos de degradacdo em farmacos
e produtos de degradacdo em formas farmacéuticas (ANVISA, 2003; ICH, 2005). O método
desenvolvido e validado para a determinacdo de CET demonstrou excelente sensibilidade,
observada pelos baixos valores de LD e LQ obtidos (0,076 pg/mL e 0,2532 pg/mL,
respectivamente), o que corresponde a 0,015% e 0,05% da concentragdo nominal do método,
j4 que um método indicativo de estabilidade deve apresentar um limite de quantificagdo que
seja igual ou menor que o limite de notificagdo para produtos de degradagdo, lembrando que
um dos objetivos deste tipo de método ¢ monitorar os produtos de degradagdo formados
durante o estudo de estabilidade.

O limite de notificagdo para produtos de degradagdo do medicamento cefalotina sodica
em po liofilizado para injec@o foi baseado na diretriz da ANVISA e do ICH Q3B (ICH, 2006;
BRASIL, 2013), sendo que o valor obtido foi de 0,05%, sendo assim, qualquer produto de
degradacdo acima ou igual a 0,05% devera ser reportado nos estudos de estabilidade.

O principal objetivo de estudos de degradagdo forgada ¢ produzir efetivamente
amostras contendo produtos de degradacdo representativos e reais (KAZAKEVICH;
LOBRUTO, 2007). Os produtos de degradacdo que se formam sob uma variedade de
condi¢des devem ser identificados e as vias de degradacgdo estabelecidas (SINGH; BAKSHI,
2000). Assim, as amostras foram submetidas a condi¢des de estresse como hidrolise acida e
alcalina, oxidagdo, fotolitica, calor e umidade, para se observar o comportamento do fArmaco
frente a diversas condigdes. A degradagdo pode ser observada nas condigdes de hidrolise
acida e alcalina e na oxidagdo. Sob as demais condi¢cdes, a cefalosporina estudada
demonstrou-se estavel.

Ao se realizar o estudo de degradacdo forcada, deve-se atentar para a faixa de
decomposicdo a qual submetemos a amostra, pois o estresse excessivo pode destruir

compostos importantes ou gerar compostos irrelevantes, e por outro lado, o estresse de
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pequena extensdo pode deixar de produzir produtos de degradagdo importantes
(KAZAKEVICH; LOBRUTO, 2007). Os valores de decomposi¢do que devem ser atingidos
ainda apresentam algumas variagdes na literatura. O fato ¢ que se deve utilizar de bom senso
para produzir degradacédo suficiente para permitir o aparecimento de produtos de degradacgao,
porém ndo deve ser tdo intensa a ponto de provocar a decomposi¢do de produtos de
degradacdo. A indica¢do desta porcentagem na literatura pode variar entre 5 a 20%
(BAERTSCHI; ALSANTE; REED, 2011), de 10 a 30% (BRASIL, 2012), ou de acordo com a
resolucdo RDC n° 58, deverd ser superior a 10% e ndo degradar completamente da amostra
(BRASIL, 2013).

Por meio dos estudos de degradacdo realizados em meio acido (HCI 0,1 M, 60 °C),
meio alcalino (NaOH 0,01 M, temperatura ambiente) e em meio oxidativo (H,O, 3%,
temperatura ambiente) obtiveram-se degradacdo da molécula de cefalotina em 16,10%,
14,92% e 20,24%, respectivamente, apos 40 minutos, 5 minutos ¢ 20 minutos de exposicao.
Ficou evidenciado que a cefalotina ¢ extremamente sensivel a hidrolise alcalina, considerando
que o tempo de exposicao foi acentuadamente curto e ainda em temperatura ambiente.

Nas condi¢des de exposi¢do a luz (UV/VIS), calor (60 °C) e umidade (30 °C, 75%
UR), o farmaco cefalotina manteve-se estavel mesmo apds 10 dias de exposicdo,
apresentando variagdo de teor de 0,10%, 0,81% e 1,32%, respectivamente.

Outra premissa de um método indicativo de estabilidade por CLAE € que os potenciais
produtos de degradagdo gerados devem apresentar boa resolugdo cromatografica em relagdo
ao pico do insumo farmacéutico ativo (KAZAKEVICH; LOBRUTO, 2007). No total, foram
encontrados 18 produtos de degradacdo, incluindo a impureza B, que apresentou formacao
expressiva durante a hidrolise alcalina. Na condi¢do de hidrolise acida, hidrolise alcalina e
estresse oxidativo foram encontrados, respectivamente, 7, 8 ¢ 9 produtos de degradagdo. A
resolucdo minima apresentada neste método entre um produto de degradagdo e a cefalotina foi
de 2,4, valor encontrado entre o produto de degradagdo de tempo de retencdo relativo igual a
1,04; observado na condic¢ao de hidrolise alcalina.

Todos os 18 produtos de degradag@o encontrados foram quantificados em éarea % em
relacdo ao insumo farmacéutico ativo, além de ter seus espectros de absor¢do demonstrados.
O teste de pureza de pico também foi realizado, demonstrando que todos os picos encontrados

apresentaram-se puros € homogéneos. A impureza B foi identificada dentre os produtos de
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degradacdo, com tempo de retencdo relativo de 0,72. Esta impureza foi encontrada em todas
as trés condi¢des nas quais ocorreu degradagdo da cefalotina.

O tempo de corrida total da analise foi definido em o dobro do tempo de reteng¢do do
principio ativo, de maneira a evitar que possiveis produtos de degradacdo formados nao
fossem eluidos na mesma corrida cromatografica, e garantir que o método pudesse detecta-
los.

A especificidade e a seletividade avaliam a capacidade que o método possui em medir
um composto na presenga de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo e componentes da matriz (BRASIL, 2003). Segundo a ICH (1996), a
especificidade ¢ a capacidade de avaliar de forma inequivoca o analito na presenga de outros
componentes que possam estar presentes. A especificidade do método foi devidamente
comprovada ao se realizar a separacdo cromatografica do farmaco cefalotina na presenga de
seus produtos de degradacdo, impurezas e excipientes, e também, ao demonstrar a pureza do
pico do ativo e de todos os seus produtos de degradagdo. Todos os espectros de absor¢do
obtidos nas condic¢des de degradagdo, com os valores de pureza de pico foram demonstrados.
Além disso, espectros em 3D também foram extraidos, o que facilitou ainda mais a
averiguagdo da especificidade do método.

A demonstragdo da capacidade de quantificagdo de um método analitico ¢ de grande
importancia para garantir a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos farmacéuticos.
Consequentemente, antes de o método analitico ser implementado para uso de rotina, este
deve primeiro ser validado para demonstrar que ¢ adequado a sua finalidade (ROZET et al.,
2007).

O método indicativo de estabilidade desenvolvido para a cefalotina sodica foi
completamente validado de acordo com as resolugdes vigentes de 6rgdos internacionais (ICH)
e nacionais (ANVISA e INMETRO) mostrando resultados satisfatérios para todos os
parametros de validag¢do analisados. O método apresentou-se sensivel, preciso, exato, linear,
robusto, especifico e apropriado para a separacdo de cefalotina na presenga dos seus produtos
de degradacao.

Através da adequacdo do sistema (system suitability) assegurou-se que os parametros
cromatograficos estavam conformes para a validagdo do método. Os resultados obtidos para
DPR (< 2% entre as inje¢des, valores de fator de cauda e de assimetria do pico (< 2), o

nimero de pratos (> 2000) e o fator de capacidade (> 2) mostraram-se apropriados. Estes
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dados comprovaram que o método atende aos requisitos preconizados em literatura oficial
(USP, 2013).

A linearidade avalia a capacidade de um método analitico em fornecer resultados
diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra, dentro de um intervalo
especificado (ANVISA, 2003). A linearidade foi verificada, mostrando-se que o método ¢
linear na faixa de 250 a 750 pg/mL, com coeficiente de correlacdo de 0,99999. A analise
estatistica comprovou que existe regressdo linear nos dados obtidos e que ndo existe desvio
significativo da linearidade das concentragdes utilizadas, no intervalo de confianca de 95%. O
contetido de CET obtido nas amostras analisadas foi de 99,72%, dentro dos valores
especificados por compéndios oficiais de 90,0 a 115,0 %.

A precisdo de um método analitico avalia a proximidade dos resultados obtidos em
uma série de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (ANVISA, 2003).
A precisdo ¢ geralmente expressa como desvio padrido ou desvio padrdo relativo de uma série
de medidas (ICH, 2005). Na avaliagdo da precisdo do método, os resultados encontrados
foram de 100,07% (repetibilidade) e de 99,38% (precisdo intermediaria), com valores de DPR
de 0,55% e 0,64%, respectivamente, comprovando a precisdo do método.

A exatiddo de um método analitico avalia a proximidade dos resultados obtidos em
relagdo ao valor verdadeiro (ANVISA, 2003). A exatidio do método foi determinada com
exceléncia pelo teste de recuperacdo de padrdes, que forneceu como resultado médio de
99,41%. Valores entre 98 a 102% indicam boa recuperacido para o método e garantem sua
exatiddo (BRASIL, 2003).

Por fim, a robustez do método foi comprovada por valores abaixo de 0,38% de DPR
em todas as alteragdes cromatograficas intencionais realizadas: vazdo de fase movel,
propor¢ao de fase modvel, pH do tampdo e temperatura da coluna. A robustez de um método
analitico verifica a capacidade deste em resistir a pequenas e deliberadas variagdes dos
parametros analiticos. Indica sua confian¢a durante o uso rotineiro (ANVISA, 2003; ICH,
2005).

Assim, o método indicativo de estabilidade para CET desenvolvido e validado por
CLAE ¢ simples e pode ser utilizado com confianga para analise de amostras de estabilidade,
assim como na determinagdo de teor de amostras de rotina para controle de qualidade. Além
disso, o0 método pode ser uma ferramenta muito importante para investigar a estabilidade

quimica da cefalotina sédica. O método desenvolvido apresentou algumas vantagens em
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comparacdo com o método oficial para analise de cefalotina sodica descrito na Farmacopeia
Europeia, como o tempo de corrida cromatografica inferior para se determinar os produtos de
degradagdo (10 minutos a menos), e também a economia de tempo de andlise e de preparo, ja
que na Farmacopeia Europeia sdo descritos dois métodos diferentes de andlise: um para a
determinac¢do do teor de cefalotina e outro para determinagdo de substancias relacionadas, o

que neste estudo foi realizado simultaneamente num mesmo método.
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8. CONCLUSOES

- O método proposto foi desenvolvido e validado por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE), utilizando-se o detector UV/DAD, para determinagdo de cefalotina sddica

na forma farmacéutica po liofilizado para injecéo.

- Foi realizado o estudo de degradagdo forgada para a CET e a separagdo de todos os 18

possiveis produtos de degradagdo do insumo farmacéutico ativo.

- Os produtos de degradacdo formados nas condi¢des de hidrolise acida, hidrdlise
alcalina e oxidagdo foram identificados por meio de seus tempos de retengdo relativo e

quantificados em fun¢do da area %.

- O teste de pureza de pico foi realizado, comprovando a especificidade do método.

- A impureza B (desacetilcefalotina) foi devidamente identificada frente a um padrdo

SQR.

- Todos os espectros de absor¢do dos produtos de degradacdo foram apresentados

comparativamente a CET.

- O método validado € aplicavel para o doseamento de rotina da cefalotina no produto
acabado, em estudos de estabilidade de longa duragcdo e de estabilidade acelerada, e para

quantificagdo em area % de substancias relacionadas/impurezas.
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9. PERSPECTIVAS

E importante destacar que as transformagdes no mundo atual, além de rapidas, atuam
praticamente de forma simultdnea em todos os segmentos da industria farmacéutica. Diante
deste cenario, muitas mudancas sdo adotadas e exigidas por orgdos reguladores. Isto vem ao
encontro das necessidades da producdo de materiais com maior qualidade e seguranca. Este
conceito deve ser dirigido tanto nas atividades rotineiras internas na empresa como para a face
externa, fazendo com que exista uma antecipagdo as mudangas impostas.

Este fato exige que o mercado se module rapidamente e que encontre maneiras de
sobrevivéncia e de adaptagdo. As empresas farmacéuticas devem buscar por métodos que
qualifiquem bem o produto, que consigam quantificar adequadamente aquilo a que se
propdem e que preservem o profissional e o meio ambiente.

Assim sendo, aspectos como a flexibilidade, a inovagdo ¢ o dinamismo, tanto dos
futuros profissionais como das organizagdes, levardo a patamares diferenciados e a
otimiza¢@o de conquistas atingidas no momento.

Este trabalho teve como enfoque o estudo de degradacdo for¢ada da cefalotina sédica
e a verificacdo dos produtos de degradagdo formados. Desta forma, a caracterizacdo e o
isolamento de produtos de degradagdo poderdo ser realizados, bem como o estabelecimento
de uma nova plataforma de estudos de estabilidade contemplando também tempo de validade
das solugdes utilizadas, a fim de minimizar os gastos no preparo de solugdes, o tempo de
técnicos e o descarte de materiais, objetivando o desenvolvimento de tecnologia inovadora e

dindmica focada na andlise de rotina em larga escala dos produtos farmacéuticos.
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10. Trabalhos realizados

10.1. Artigo publicado

10.1.1. RUGANI, K.S.; SALGADO, H.R.N. Stability-indicating LC method for the
determination of cephalothin in lyophilized powder for injection. Analytical

Methods, v.6, p.4437-4445,2014. DOI: 10.1039/C3AY42049C.
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10.2.1. RUGANI, K.S.; SALGADO, H.R.N. Stability-indicating LC method for the
determination of cephalothin in injectable form. In: 10" INTERNATIONAL
SYMPOSIUM ON DRUG ANALYSIS & 25™ INTERNATIONAL SYMPOSIUM
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