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RESUMO

Neste trabalho, foram desenvolvidos e validados métodos analitico e
microbiolégico, bem como estudo preliminar de estabilidade, cinética de
degradacdo e citotoxicidade da Ceftarolina Fosamila em pd para solucéo
injetavel, um antibiético da classe das cefalosporinas de quinta geracéo,
indicado para pneumonias adquiridas na comunidade e infec¢cdes graves, de
pele e tecidos moles. A validacdo do ensaio microbiologico pelo método de
difusdo em &gar cilindros em placa, delineamento 3x3, apresentou resultados
satisfatérios, como especificidade, linearidade na faixa de 2,0 - 8,0 pg/mL,
precisao (109,42 %), exatiddo (102,3 %) e robustez. Solucbes de Cefatarolina
Fosamila do produto acabado expostas a radiacdo UVC (254 nm) e a
degradacdo térmica a 60 °C foram utilizadas para avaliar a especificidade do
bioensaio. A robustez foi avaliada através da alteracdo da concentracdo do
meio inoculado (0,8 e 1,2 %). O desenvolvimento e validacdo de método por
CLAE foi avaliado através da especificidade, linearidade, precisédo, exatidao e
robustez. No método cromatografico foi utilizado cromatégrafo a liquido de alta
eficiéncia SHIMADZU com coluna Agilent® C18, fase mével (Agua com
trietlamina 1,0% pH 5,0:acetonitrila 87:13 v/v). O método apresentou-se
especifico, linear, no intervalo de 5,0 - 60,0 pg/mL, preciso (110,0 %), exato
(100,68 %) e robusto. Os métodos microbioldgico e cromatografico validados
foram comparados estatisticamente e verificou-se n&o haver diferenca
significativa entre eles quando comparados através do teste “t” de Student. No
estudo preliminar de estabilidade constatou-se ser estavel em hidrélise acida
(0,12 M) e luz UVA no periodo avaliado, e instavel frente a degradacdo térmica
(40 e 60 °C), oxidativa com peroxido de hidrogénio, basica em NaOH (0,1 M e
0,01 M) e luz UVC. As cinéticas de degradacéo frente a luz UVC e degradacao
térmica 60 °C mostraram que as amostras possuem cinética de degradacgéo de
ordem zero e de segunda ordem, respectivamente. O ensaio de citotoxicidade
demonstrou ndo haver diferenca entre a condicdo normal e a amostra
submetida a degradacdo forcada, sugerindo que os possiveis produtos de

degradacéao formados néo alteraram o resultado.

Palavras-chaves: ceftarolina fosamila, validagdo, bioensaio, estabilidade,
CLAE.






ABSTRACT

In this work, analytical and microbiological methods were developed and
validated, as well as a preliminary study of the stability, degradation kinetics and
cytotoxicity to Ceftaroline Fosamil powder for injectable solution, this is a fifth
generation cephalosporin  antibiotic indicated for community-acquired
pneumonia and severe infections of the skin and soft tissues. The validation of
the microbial assay by diffusion method in 3x3 cylinder agar delineated showed
satisfactory results in specificity, linearity in the range of 2.0 - 8.0 pg / mL,
precision (109.42 %), accuracy (102.3 %) and robustness. The development
and validation of the method by HPLC was evaluated through specificity,
linearity, precision, accuracy and robustness. In the chromatographic method
was used high performance liquid chromatograph from SHIMADZU with
Agilent® C18 column, mobile phase (water with triethylamine 1.0 % pH 5.0:
acetonitrile 87:13 v/v). The method was linear, specific in the range of 5.0 - 60.0
pjg/mL, accurate (110.0 %), exact (100.68 %) and robust. The validated
microbiological and chromatographic methods were compared statistically and
there was no significant difference between them when compared through
Student's t-test. In the preliminary stability study, it was found stable in acid
hydrolysis (0.1M) and UVA light in the period evaluated, and instable against
thermal degradation (40 and 60 °C), oxidative with hydrogen peroxide, basic in
NaOH (0.1 M and 0.0 1M) and UVC light. Samples exposed in UVC light an
thermal degradation at 60°C showed degradation kinetics following zero order
and second order, respectively. The cytotoxicity assay showed no difference
between the normal condition and the sample submitted to forced degradation,
suggesting that the possible degradation products formed did not change the

result.

Key words: ceftaroline fosamila, validation, bioassay, stability, HPLC.
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Antimicrobianos, podendo ser de origem natural ou sintética, sao
substancias que agem sobre 0s microrganismos inibindo seu crescimento ou
causando a sua morte, contudo sua utilizacdo indiscriminada aliada a
capacidade adaptativa dos microrganismos possibilitou o surgimento de cepas
resistentes. Estas tem causado preocupacdo, assim como a dificuldade na
descoberta de novos antimicrobianos e a toxicidade dos mesmos. O tratamento
empirico é determinado pelo conhecimento do microrganismo infectante,
caracteristicas do paciente, funcdes renais e hepaticas, hipersensibilidade aos
antibioticos e tratamento anterior com antibiéticos (EISENSTEIN, 2008; WHITE
e SEATON, 2011).

Infecgbes graves, como de pele e tecidos moles (IPTM) e pneumonia
adquirida na comunidade (PAC), sdo muito comuns e de grande risco
(MPENGE e MACGOWAN, 2015). Bactérias como Staphylococcus aureus (S.
aureus) e estreptococos beta-hemolitico, grupos A, B, C e G, sdo comumente
causadoras das IPTM, sendo mais comum em pacientes idosos, diabéticos e
pés-cirargicos (DIEKEMA et al., 2001; DINUBILE e LIPSKY, 2004; STEVENS
et al., 2005).

A resisténcia bacteriana a medicamentos € considerada um problema de
saude publica, principalmente no ambito hospitalar. Os programas de uso
racional de antibiéticos em hospitais sdo de extrema importancia, pois por meio
destes é possivel qualificar o uso do antimicrobiano e reduzir o aparecimento
de cepas resistentes (KADOSAKI; SOUSA e BORGES, 2012).

A resisténcia da meticiclina ao microrganismo S. aureus (MRSA) foi
detectada em 1961 (JEVONS, 1961), e vem causando uma epidemia nas
Gltimas décadas. As maiores taxas de resisténcia encontram-se na América do
Norte (35,9%), seguida pela América Latina (29,4%) e Europa (22,8%).
(WENZEL et al., 1991; GRUNDMANN et al., 2006; MOET et al., 2007; BRUCE
et al., 2008; DRYDEN, 2008). Um estudo, relatado por Sader e colaboradores
(2010), realizado em centros médicos europeus, mostrou 0 S. aureus como 0
patdgeno mais comum (71% dos casos), com 22,5 % dos isolados sendo
MRSA.

A PAC na comunidade é uma infeccdo pulmonar ndo adquirida no
ambito hospitalar ou instituicdo de saude e possui quantidades significativas de
morbidade e mortalidade (WATKINS e LEMONOVICH, 2011). A PAC é
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predominantemente causada por Streptococcus pneumonie (S. pneumonie), 0
qual se torna cada vez mais resistente aos antimicrobianos (NIEDERMAN,
2005). S pneumonie foi 0 microrganismo mais encontrado nos Estados Unidos
(EUA), identificado em 4,2 milhdes de atendimentos em 2006 (FILE e MARRIE,
2010).

Na busca de novos antimicrobianos pertence a classe das
cefalosporinas, encontra-se a Ceftarolina Fosamila (CEF) a qual é um
cefalosporinico de quinta geracdo que possui utilizacdo intravenosa (IV). Em
2010, foi aprovada pelo Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento
de IPTM e PAC. A European Medicines Agency (EMEA) aprovou a substancia
em 2012, com as mesmas indicagbes (MPENDE e MACGOWAN, 2015). No
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) aprovou, em 2014,
com o nome de Zinforo®, comercializada pela empresa Astra Zeneca, na forma
farmacéutica de p6 para solucdo para infusdo, sendo seu uso em infeccbes
complicadas de pele e tecidos moles (SBOC, 2015).

Ceftarolina fosamila € um pro-farmaco que é convertido em ceftarolina
ativa apos administracdo IV e possui acdo contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Sua atividade bactericida se da por ligagcdo a proteinas de
ligacdo a penicilina (PBPs), resultando em inibigcdo da sintese da parede celular
bacteriana (MPENGE e MACGOWAN, 2015).

A preocupacao relativa a qualidade, quando associada a atividade
produtiva, foi sempre um aspecto inerente ao ser humano, que busca
aperfeicoar, desenvolver, independentemente da atividade que exerca, a fim de
atender aos anseios da sociedade como consumidora. As caracteristicas
essénciais de qualidade esperadas pelo consumidor sdo a eficacia terapéutica
e funcional, além da seguranca (PINTO et al., 2010).

Para que se possa avaliar a qualidade dos produtos e insumos
farmacéuticos sdo necessarios compéndios oficiais, 0os quais sdo reconhecidos
por agéncias regulatérias como a Farmacopeia Americana, Farmacopeia
Brasileira, Farmacopeia Britanica, Farmacopeia Europeia, entre outras. Nao
tendo estes disponiveis para controle de produtos de degradacdo e impurezas
deve-se toda vez desenvolver um método para ser avaliado.

O controle de qualidade de medicamentos € um processo complexo, de

grande importancia para o desenvolvimento e para comercializacdo do
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farmaco. Tem como objetivo a obtencdo de medicamentos melhores, mais
eficazes, menos toxicos, mais estaveis, e principalmente a garantia do
contetido da substancia ativa nas especialidades disponiveis no mercado. Por
isto, é importante desenvolver metodologias que tenha confiabilidade dos
resultados.

Os trabalhos cientificos publicados relatam o uso terapéutico a avaliacédo
da resisténcia in vitro e os ensaios clinicos, no entanto h4 uma escassez de
artigos publicados em relacdo a quantificacdo da ceftarolina. O
desenvolvimento e a validacdo de metodologia analitica para este farmaco, €
importante pelo limitado ndmero de estudos na literatura e, também, pelo
conhecimento de que a baixa qualidade dos produtos antimicrobianos esta
relacionada com o surgimento de cepas resistentes, uso indiscriminado e pela

baixa dose terapéutica.






2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar métodos analiticos para avaliar quantitativamente
a ceftarolina na forma de p6 para solugdo para uso injetavel, bem como o

estudo preliminar de sua estabilidade.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver e validar método microbiolégico, difusdo em agar-cilindros
em placa, para doseamento da ceftarolina na forma farmacéutica po6
para solucao injetavel;

e Desenvolver e validar método para determinacdo quantitativa de
ceftarolina na forma farmacéutica pd para solucdo, utilizando
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE);

e Realizar estudo preliminar de estabilidade nas condicbes térmica,
fotoquimica, oxidativa e hidrdlise do p6 para solucéo injetavel;

e Realizar estudo de cinética de degradacdo da ceftarolina, forma
farmacéutica pé para solucdo, por meio de métodos microbiologicos e
CLAE, previamente validados;

e Realizar estudo de citotoxicidade in vitro da ceftarolina degradada e nao

degradada na forma farmacéutica po para solucéo injetavel.
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3.1 PNEUMONIAS ADQUIRIDAS NA COMUNIDADE (PACS)

Pneumonias sédo doencas inflamatodrias agudas de causa infecciosa que
acometem as cavidades aéreas sendo causadas por virus, bactérias ou fungos.
Continuam sendo uma das principais causas de morte no mundo, apesar de
todo o avanco na area médica e social no decorrer do século (ALMEIDA e
FERREIRA, 2004; CORREA et al., 2009).

Estudos demonstram a ligagdo entre infecgbes do trato respiratério e
riscos de eventos cardiovasculares, tais como infarto agudo do miocardio,
acidente vascular cerebral e arritmias cardiacas (VIOLI, CANGEMI e
CALVIERI, 2014; VIOLI et al., 2015).

As doengas do aparelho respiratorio constituem a quinta causa de 0bitos
no Brasil, e, dentre essas, a pneumonia é a segunda mais frequente (CORREA
et al., 2009).

As pneumonias adquiridas na comunidade (PACs) séo infeccbes agudas
do parénquima pulmonar, geralmente ocasionadas por bactérias, embora
possam apresentar como agentes etioldgicos virus ou fungos. Caracterizam-se
por acometer pacientes fora de unidades hospitalares, ou com até 48 horas de
hospitalizacdo (CORREA et al., 2009).

As maiores incidéncias das PACs estdo concentradas nos extremos da
faixa etéria, principalmente em menores de cinco anos e maiores de setenta
anos. E considerada a infec¢cdo que provoca maior morbidade, com ocorréncia
de 13,8 milhdes de novos casos em todo mundo a cada ano (FARHA e
THOMSON 2005; NAIR e NIEDERMAN, 2011; NOVAES, SARTORI e
SOAREZ, 2011).

Em paises que estdo em desenvolvimento a estimativa mundial da
incidéncia entre criancas de 1-5 anos é de 0,29 episodios/crianca/ano.
Anualmente contabiliza 150 milhdes de casos, sendo que destes 11 — 20%
necessitam de internac&o hospitalar (NOVAES, SARTORI e SOAREZ, 2011).

Segundo o Sistema de Informacgédo Hospitalar (SIH-SUS), no Brasil, de
janeiro de 2005 a marco de 2006, a PAC foi a causa de internagéo de cerca de
20% de pacientes com menos de cinco anos (OBARO e MADHI, 2006;
GRANDO et al., 2015).
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Os agentes etiolégicos variam de acordo com a gravidade do quadro,
sendo o Streptococcus pneumoniae responsavel por quase metade dos casos
de PACs e considerado o principal causador em criancas e adultos (CORREA
et al., 2009; DOS SANTOS et al., 2013). O diagnostico € composto por exame
clinico (febre e tosse), fisico (ruidos ventilatérios) e complementacdo com a
realizacdo de radiografia simples de térax (LEAL, KISSMAN e FRANCO, 2012).

3.2 INFECCOES DE PELE E TECIDOS MOLES

A pele é o 6rgédo mais acessivel do corpo humano devido sua exposicao,
assim sendo € o0 mais traumatizavel, tornando-se o O6rgdo mais sujeito a
infeccdo. Estas podem ser classificadas como primarias ou secundarias,
dependendo da existéncia da lesdo antes do surgimento da infeccdo (BRASIL,
2013).

O Staphylococcus aureus é um colonizador natural da pele, que com o
rompimento da barreira cutdnea e a diminuicdo da imunidade pode tornar-se
patogénico causando infeccbes de pele. Este patdgeno se aproveita do
rompimento da barreira cutdnea através de traumas que comprometem a
integridade da barreira, tornando assim esta a principal causa da mudanca de
comportamento deste microrganismo (FERREIRA, GONCALVES e ASSIS,
1985; BARRAVIERA, 1994; GELATTI et al., 2009).

Algumas infec¢cdes por Staphylococcus aureus podem ser agudas,
piogénicas e disseminar para diferentes tecidos provocando focos
metastaticos. Episodios mais graves, como bacteremia, pneumonia,
osteomielite, endocardite, miocardite, pericardite, meningite, abscessos
musculares e cerebrais, sdo também frequentemente documentados (LOWY,
1998). EmM um estudo realizado por Gales e colaboradores (2009), em
hospitais brasileiros entre 2005 e 2008, demonstrou o S. aureus como principal
agente de infeccdo da corrente circulatoria (20,2%), principal responsavel por
infeccbes de pele e tecidos moles (28,1%) e segundo microrganismo mais
comum (24,9%) de pneumonia em pacientes hospitalizados.

Os isolados de Staphylococcus aureus que apresentam resisténcia a
meticilina sdo denominados MRSA e representam um importante patdgeno

nosocomial. Varios fatores de risco estdo relacionados com aquisicdo deste
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microrganismo como: internacdo em unidade de tratamento intensivo,
prolongada hospitalizagéo, doenca de base grave, procedimentos invasivos e
exposicao prolongada ou repetida aos antimicrobianos (DUNKLE et al., 1981;
LOWY, 1998).

Ao descobrirem a penicilina, acreditava-se que mortalidade por
processos infecciosos ndo seria mais problema, porém apenas um ano apoés a
industrializacdo j& apareceram as primeiras cepas de S. aureus produtoras de
penicilinases.  Para tentar reverter essa situacdo, foram desenvolvidos
derivados sintéticos da penicilina, resistentes a acdo das beta-lactamases:
oxacilina e meticilina. Os antimicrobianos beta-lactamicos ligam-se a sitios de
proteinas na parede das células bacterianas, denominadas de proteinas de
ligacdo & penicilinas (PBP). Ao passar do tempo, devido o uso crescente deste
grupo de antimicrobianos o S. aureus desenvolveu um mecanismo de
resisténcia, resultando uma alteracao estrutural destas PBPs formando assim
uma proteina chamada PBP 2% esta com baixa afinidade de ligacdo aos
antibidticos (LUNA et al.,, 2010). O elemento genético responsavel pela
producdo de PBPs alteradas é o gene Meca. A presenca deste gene implica
em resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos, assim sendo, quando o S.
aureus apresentar este mecanismo de resisténcia €é denominado
Staphylococcus aureus meticilina resistentes (MRSA) (GELATTI et al., 2009).

Tradicionalmente, as infeccbes causadas por este patdégeno estavam
limitadas aos hospitais, porém a partir da década passada, infeccbes foram
descritas em todo o mundo, de forma crescente em criancas e adultos
provenientes da comunidade. As sindromes clinicas causadas por estes
isolados se estendem desde infeccdes de pele e partes moles até pneumonia e
sepse grave (RATHORE e KLINE, 1989; CDC, 1999; GROOM et al., 2001;
DUFOUR et al., 2002; GELATTI et al., 2009).

As infeccbes obtiveram um aumento de 29% no total das internacdes
hospitalares para este patdogeno entre 2000 e 2004. Além disso, 6,3 milhdes de
consultas médicas por ano sdo atribuiveis a IPTM. Da mesma forma, entre
1993 e 2005 aumentou de 1,2 milhdes para 3,4 milhdes de pacientes em
unidades de emergéncia. Este aumento esta relacionado com o surgimento de
MRSA (PALLIN et al., 2008; EDELSBERG et al.,2009).
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3.3 CEFALOSPORINAS

As cefalosporinas séo antibacterianos que pertencem ao grupo dos -
lactamicos, porém mais estaveis em relacdo a betalactamases bacterianas e
possuem um espectro mais amplo. S&o agentes bactericidas que inibem a
sintese da parede celular bacteriana. Este bloqueio se da pela inibicdo da
enzima transpipetase, a qual é responsavel pela finalizacdo das ligacOes
cruzadas dos peptideoglicanos que constituem a parede celular das bactérias
(BRUNTON et al., 2006; LICHTENFELS et al., 2007; SUAREZ e GUDIOL,
2009; GUIMARAES, MOMESSO e PUPO, 2010).

Em geral, as cefalosporinas ndo possuem boa absorcédo via oral,
apresentam baixa lipossolubilidade, assim ndo atravessam a barreira
hematoencefélica salvo algumas exce¢des da classe. Possuem ligacdo a
proteinas plasmaticas variaveis entre 74-86%, sua excrecdo, em geral, é
predominantemente renal, mas pode variar conforme o farmaco e sua via de
eliminacdo. Assim como as penicilinas possuem baixa toxicidade (PEREA,
PEREZ e BOY, 2016).

Geralmente sdo usadas para controlar infeccbes gram-negativas e
gram-positivas. Consideradas a segunda classe mais importante de beta-
lactamicos, depois das penicilinas, para o tratamento de doencas infecciosas
(WEISS e ADKINSON, 1988). As cefalosporinas sé&o usadas em diversos tipos
de infeccbes como: septicemia, pneumonia, meningite, endocardite,
osteomielite, infeccao do trato biliar, infeccdo do trato urinario, sinusite, além de
infeccbes hospitalares e na profilaxia de casos cirargicos (SILVA, 2006; RANG
e DALE, 2007).

A estrutura quimica das cefalosporinas (Figura 1) é constituida por um
nacleo cefem, que consiste na fusdo do anel diidrotiazinico (em vez do anel
tiazolidina caracteristico das penicilinas) e um anel B-lactamico. As alteracfes
das cadeias laterais originam as varias cefalosporinas (MARIN e GUDIOL,
2003). Essas alteracdes nas cadeias laterais podem modular a estabilidade em
meio acido, sendo que esta modificagdo na molécula é fundamental para a
atividade por via oral (GUIMARAES, MOMESSO e PUPO, 2010).
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Figura 1: Estrutura basica das cefalosporinas.

Na classificacdo microbiologica, tradicionalmente as cefalosporinas
estdo separadas em cinco geracdes, de acordo com sua atividade
antimicrobiana, espectro, estabilidade, absorcéo intestinal, metabolismo e

efeitos colaterais, como demonstrados na Tabela 1.

TABELA 1: Principais grupos das cefalosporinas.

12 geracao 22 geragéo 32 geracgéo 43 geragdo 52 geracéo
Cefalotina Cefamandol Cefotaxima Cefepima Cefatrolina
Cefapirina Cefuroxima Ceftizoxima Cefepiroma

Cefazolina Cefonicida Ceftriaxona

Cefalexina (a) Ceforanida Ceftazidima

Cefradina (a) Cefoxitina (b) Cefoperazona

Cefadroxilo (a) Cefmetazole (b) Cefixima (a)

Cefminox (b) Ceftibuteno (a)
Cefotetam (b) Cefdinir (a)

(a) Cefalosporinas orais; todas as outras sao cefalosporinas parentais.

(b) Embora sejam cefamicinas (classificagdo quimica), elas sdo geralmente incluidas
na classificagcdo microbiolégica como cefemos da 22 geracéo.

(Adaptado de Fernandes, 2008).

Os farmacos pertencentes a 12 geracdo possuem sua atividade estreita
ou limitada, quando comparadas com o largo espectro das cefalosporinas de 32
e 42 geracdo. Durante a década de 60 do século passado a evolucdo das
cefalosporinas foi bastante lenta. Na década de 70 do século passado
aparecem as cefalosporinas de 22 geragao, caracterizadas pela presenca de

um grupo metoximino na posicdo 7, como acontece na cefuroxima e nas
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cefalosporinas da 32 e 42 geracdo, com atividade contra bacilos Gram

negativos (Bennett, 2004).

3.4 CEFTAROLINA FOSAMILA

Ceftarolina fosamila € um novo pré-farmaco de uso parenteral, que
pertence a classe das cefalosporinas. E convertido in vivo para a forma
microbiologicamente ativa, ceftarolina. E um antimicrobiano utilizado para o
tratamento de infecgcbes bacterianas agudas da pele e tecidos moles,
pneumonia bacteriana adquirida na comunidade e também pode ser utilizada
para o tratamento esporadico de outras infec¢cdes graves por MRSA, incluindo
osteomielite e abscessos epidurais (IIZAWA et al., 2004; SADER et al., 2005;
GE et al., 2008).

Ceftarolina fosamila foi aprovada nos Estados Unidos pela Food and
Drug Administration (FDA), em outubro de 2010 e pela Agéncia Europeia de
Medicamentos, em Agosto de 2012 (Teflaro®, também foi aprovado em outros
paises incluindo Israel, Kuwait e Africa do Sul. No Brasil, teve aprovacdo em
2014, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com o0 nome
comercial Zinforo®, comercializado por Astra Zeneca sendo que seu uso é
restrito para pacientes hospitalizados. Possui acao frente a Staphylococcus
aureus (incluindo isolados resistentes a meticilina), Streptococcus pyogenes,
Streptococcus agalactiae, Escherichia coli, Klebsiella Pneumoniae e Klebsiella
oxytoca, bem como as pneumonias bacterianas causadas por Streptococcus
pneumoniae, Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Klebsiella oxytoca (KARLOWSKY et al., 2016).

Ao contrario dos antimicrobianos B-lactamicos comercializados, a
ceftarolina € muito mais ativa in vitro contra a MRSA devido ao poder de inibir
as proteinas de ligagdo a penicilina (PBP) que sédo ligadas as membranas
citoplasmaticas, enzimas envolvidas na biossintese da parede celular
bacteriana, assim possui potente atividade bactericida contra organismos gram-
positivos resistentes (SADER et al., 2005, YEE et al.,2011).
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A ceftarolina € administrada como pré-farmaco ceftarolina fosamil, a qual
€ rapidamente convertida pelas enzimas fosfatases ao seu metabolito bioativo,
ceftarolina (Figura 2).
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Figura 2: Esquema representativo da bioconverséo da Ceftarolina Fosamila no
plasma (YEE et al., 2011).

Ceftarolina segue um modelo farmacocinético de dois compartimentos e
€ principalmente eliminada por excrecdo renal, com uma meia-vida de
aproximadamente 3 horas. Semelhante a outras cefalosporinas, o tempo acima
da concentracao inibitéria minima € o parametro farmacodinamico que melhor
prediz a eficacia para ceftarolina (STEED e RYBAK, 2010).

A administracdo de 600 mg de ceftarolina por via intravenosa a cada 12
horas, foi demonstrado ter uma eficacia semelhante a vancomicina em
associacdo com aztreonam para o tratamento de infeccbes da pele e da
estrutura da pele, para o tratamento de pneumonia adquirida na comunidade,
também apresenta um perfil de seguranca semelhante ao de outras
cefalosporinas (STEED e RYBAK, 2010).

E necessario ajuste posoldgico de insuficiéncia renal moderada e para
pacientes submetidos & hemodialise. E uma cefalosporina de amplo espectro,
excretada por via renal, que é clinicamente eficaz para o tratamento de
infeccbes complicadas da pele e da estrutura da pele e pneumonia bacteriana
adquirida na comunidade e, tem atividade distinta contra alguns organismos

gram-positivos multirresistentes dificeis de tratar (STEED e RYBAK, 2010).

3.5 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

E de extrema importancia o desenvolvimento de uma metodologia

analitica eficaz e confiavel para o controle de qualidade dos medicamentos
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comercializados, tornando imprescindivel o desenvolvimento de rotinas de
andlises que além de servirem para este propdsito sejam favoraveis para
implantacdo em comparacdo com métodos usuais (PARISOTTO et al., 2005).

Validacdo de método analitico € a confirmagdo por exame e
fornecimento de evidéncia objetiva de que os requisitos especificos para um
determinado uso pretendido sdo atendidos. E um aspecto vital ndo apenas
para os propositos regulatérios, mas também para uma aplicacéo eficiente e de
longo prazo da metodologia desenvolvida. Tem como objetivo demonstrar que
0 método é adequado para a aplicacdo desejada e demonstra, por estudos em
laboratorio, que as caracteristicas de desempenho do método satisfazem a
exigéncia frente a sua aplicacdo (BARROS, 2002; ERMER e PLOSS, 2005;
ICH, 2005; USP, 2016).

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o
método atenda as exigéncias das aplicacbes analiticas, assegurando a
confiabilidade dos resultados. Para tanto, deve apresentar especificidade,
linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de quantificacdo, exatidao,
robustez, adequadas a analise (BRASIL, 2003).

Os métodos analiticos que serdo utilizados no desenvolvimento de
produtos farmacéuticos e/ou para avaliar sua qualidade devem ser validados.
Um método validado é essencial do ponto de vista industrial, pois os dados
analiticos séo limitantes para proceder a liberacdo de um lote e também para
estabelecer/verificar o prazo de validade de um medicamento (EPSHTEIN,
2004; ERMER e PLOSS, 2005).

Os antibidticos estdo entre as classes de medicamentos mais
importantes mundialmente. No controle de qualidade, sua principal etapa €
realizada através do ensaio microbiolégico convencional que permanece quase
inalterado desde seu desenvolvimento. A avaliacdo da eficacia de um
antibiotico frente a um microrganismo especifico € essencial, sendo que
refletira no sucesso da terapia antimicrobiana e diminuira o surgimento de
bactérias multirresistentes (BUTTLER e COOPER, 2011; FRANCISCO et al.,
2014; GOTTARDI et al., 2015; SILVA e SALAGADO, 2015).
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4.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (CLAE)

A cromatografia liqguida de alta eficiéncia — HPLC (em inglés, high
performance liquid chromatography) € a mais usada de todas as técnicas
analiticas de separacdo. Em uma Unica analise pode-se separar componentes
individualmente de uma mistura, e fornecer uma estimativa qualitativa e
guantitativa de cada constituinte. Podem ser pontuadas algumas razGes da
popularidade do método como: sensibilidade, facil adaptacdo para
determinacdes quantitativas, adequacdo a espécies ndo volateis ou
termicamente frageis, ampla aplicabilidade a substancias de grande interesse
para industria e ciéncia (SKOOG et al., 2002; SCOTT, 2003; SILVA, 2012).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) consiste em um
processo de separacdo, onde os componentes da amostra sao distribuidos
entre duas fases imisciveis, uma movel e outra estacionaria. A fase
estacionaria pode ser soélida, porosa ou em pequenas particulas. A fase movel
€ composta por solventes que podem possuir diferentes polaridades, ou seja, a
separacao baseia-se na migracao diferencial dos componentes de uma mistura
que ocorre pela diferente interacédo entre duas fases imisciveis. A CLAE possui
alguns pontos criticos em sua técnica como: composicdo da fase moével,
composicdo da fase estacionaria e temperatura da separacdo (CASS e
DEGANI, 2001; MEYER, 2010).

O termo validacdo refere-se a capacidade de medir o “real” ou
capacidade que o instrumento tem de evitar o erro. O processo deve garantir
gue o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas, assegurando a
confiabilidade do resultado, ou seja, assegura sua credibilidade durante o uso
rotineiro (BRASIL, 2003; ARAUJO, 2009; USP, 2016).

A validacdo do método é um aspecto fundamental para a garantia da
qualidade analitica. Os métodos de ensaios usados para avaliar a
conformidade dos produtos farmacéuticos com especificacfes estabelecidas
devem atingir padrbes adequados de exatidao, precisdo e confiabilidade (DE
ALENCAR et al., 2004; SILVA et al., 2006).

Em busca de trabalhos na literatura cientifica que relatassem a

quantificacdo de CEF, foram encontrados estudos como: Ali e colaboradores
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(2015) desenvolveram e validaram um método analitico para estimar a
Ceftarolina na forma a granel utilizando CLAE, no estudo os autores utilizaram
fase movel composta de acetonitrila:tampdo fosfato de aménio pH 9,0
empregando comprimento de onda para deteccao UV em 214 nm. Suneetha e
Venkanna (2013) utilizaram como fase movel tamp&o, acetonitrila e metanol na
proporcdo 40:30:30 com deteccdo em 242 nm, no estudo feito para
desenvolvimento e validag&o de indicadores de estabilidade para CEF.

Baseado na escassez de estudos sobre a Ceftarolina em sua forma
farmacéutica, desenvolveu-se e validou-se um meétodo analitico capaz de
quantificar a Ceftarolina em pd para solucdo injetavel. Optou-se por
desenvolver uma metodologia analitica que ndo utilizasse tampdo na
composicdo da fase movel tendo em vista que este pode reduzir a vida util da
coluna cromatografica e danificar as tubulacées do equipamento.

Durante o desenvolvimento do método por CLAE para a quantificacdo da
CEF foram testadas diferentes combinacdes e propor¢cdes de solvente organico
(metanol; trietilamina, acetonitrila), agua em diferentes pH’s (4,0; 4,5; 5,0; 9,0),
vazéo (0,8; 1,2 mL/min) e diversas temperaturas (25, 30, 35, 40 °C).

Para realizacdo das andlises, utilizou-se cromatografo a liquido de alta
eficiéncia SHIMADZU, modelo 20A, equipamento com bomba de fluxo LC20AT,
injetor automatico SIL-20A/C, desgaseificador DGU-20A5, detector de arranjo
de diodos SPD-M20A, forno CTO-20A/C e controlador CBM-20A.

A melhor condicdo cromatografica empregada para realizacdo da analise
quantitativa por CLAE esta descrita na Tabela 2. Esta condicdo foi definida
através da avaliacdo dos parametros da conformidade do sistema

cromatografico (fator capacidade, fator cauda, pratos tedéricos e resolucao).

Tabela 2: Parametros otimizados para utilizagdo na validagdo do método por
CLAE para determinacdo de CEF.

Parametro Descricao

Coluna Agilent® C18 (150 mm x 4,6 mm; 5 pm de
diametro das particulas)

Fase movel Agua com trietlamina 1%  pH
5,0:acetonitrila (87:13 v/v)

Volume de injecao 20 pL

Vazao 1,0 mL/min

Deteccéo 242 nm

Temperatura do forno 30 °C
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Os seguintes parametros de desempenho analitico foram avaliados, a
fim de garantir os resultados obtidos pelo método por CLAE-UV, para
quantificacdo da CEF: especificidade, linearidade, precisdo, exatidao, limite de
quantificacdo e deteccéo e robustez (BRASIL, 2003; ICH, 2005).

4.1.1 VALIDACAO

- Especificidade: A especificidade foi verificada através da avaliagdo de

provaveis produtos de degradacdo que poderiam interferir na determinacao.
Segundo ICH, (2005) a especificidade € a habilidade do método analitico em
medir a resposta do analito na presenca de suas possiveis impurezas. As
solugbes amostra de CEF a serem degradadas foram preparadas a partir de
uma solucdo estoque na concentracdo de 500 pg/mL, utilizando agua mili-Q
como diluente e, submetidas a degradacao. A pureza do pico foi verificada, a
qual é indicativo de que o sinal cromatografico € atribuido a um so
componente. Todas as condi¢cdes foram realizadas em duplicata, seguindo os

parametros a seguir:

- Degradacdo _térmica 40 e 60°C: 1 mL da solucdo estoque de CEF foi

adicionado em cubetas de descartaveis e fechadas com parafiime, mantidas
em estufa (Biomatic) por 120 minutos. Apds foi retirada uma aliquota de 800 pL
para baldo volumétrico de 10 mL e completado o volume com agua mili-Q,

obtendo assim uma concentragao de 40 pg/mL.

- Degradacédo _acida: uma aliquota de 800 pL da solucdo estoque de CEF foi

colocada em baldo volumétrico de 10 mL e, neste mesmo baldo adicionou-se
800 pL de HCI 1 M por 3 horas, apds o tempo especificado foi adicionado 800
UL de NaOH 1,0 M para neutralizar a degradacdo, apos foi completado o
volume do baldo volumétrico com agua mili-Q, obtendo uma concentragéo final
de 40 pg/mL.
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- Degradacdo basica: foi adicionado 800 pL da solucdo estoque de CEF,

juntamente com 800 pL de NaOH 0,1M, em baldo volumétrico de 10 mL por 60
minutos, para neutralizar a degradacao foi adicionado 800 puL de HCI 0,1 M,
completado o volume do baldo volumétrico com agua mili-Q, obtendo uma
concentracéao final de 40 pg/mL. Esta condicéo foi avaliada também em NaOH
0,01M.

- Degradacédo oxidativa: foi adicionado 800 pL da solucdo estoque de CEF em

baldo volumétrico de 10 mL e 800 uL de peréxido de hidrogénio 3 % por 60
minutos. Apoés, foi adicionada agua mili-Q para completar o volume do baldo
volumétrico, obtendo uma concentracao final de 40 pg/mL.

- Degradacdo UVC: em cubeta de descartaveis foi adicionado 1 mL da solucdo

estoque e vedada com parafilme, ap6s foi exposta a luz UVC germicida
(Daylight F30T8 UV-C 254 nm com poténcia de 30 watts) em camara
espelhada internamente (100x16x16 cm), por 90 minutos, apds o tempo
determinado foi retirada uma aliquota de 800 pL e transferida para baldo
volumétrico de 10 mL completado com agua mili-Q, obtendo uma concentracao
final de 40 pg/mL.

- Degradacdo UVA: 1 mL da solucéo estoque foi transferida para uma cubeta

de descartaveis e vedada com parafilme, apds esta foi exposta a luz UVA
lampada UVA (Light Express®, 352 nm, 30 watts), em camara espelhada
(100x16x16 cm) por 3 horas. Apoés este periodo foi retirada uma aliquota de
800 pL com auxilio de um pipetador automatico, foi transferida para baldo
volumétrico 10 mL e completou-se volume com agua mili-Q para obtencédo da
concentracéo final de 40 pg/mL, apds foram filtradas e em seguida procedeu-se

a analise cromatografica.

- Linearidade: A linearidade foi obtida através da construcdo de trés curvas
padrdo, em trés dias consecutivos, cada uma com 7 niveis de concentracao,
utilizando SQR na faixa de concentracdo de 5,0 a 60,0 ug/mL. Pesou-se o
equivalente a 2 mg de SQR e transferiu-se para um baldo de 25 mL, em

seguida 10 mL de &agua mili-Q foram adicionados e levada a banho
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ultrassoénico, por 10 minutos, apds foi completado o volume obtendo uma
concentragdo de 80 pg/mL com o mesmo diluente. Retirou-se aliquotas para
obter as concentragoes finais de 5,0, 10,0, 20,0, 30,0, 40,0, 50,0 e 60,0 pg/mL,
todas as concentracdes foram preparadas em triplicata. Todas as amostras
passaram pelo processo de filtracdo e em seguida procedeu-se analise
cromatografica, realizando 3 injecbes de cada no cromatégrafo a liquido. A
curva padréo foi obtida pela construcdo do gréfico de concentracdo (ug/mL)
versus area (mAU). Os resultados foram submetidos a analise de regresséo
linear que foi calculada pelo método dos minimos quadrados e a analise de

variancia (ANOVA) para conformidade do modelo linear.

- Precisdo: A precisdo do meétodo foi avaliada através da repetibilidade
(intradia) e precisdo intermediaria (interdia). Para o preparo das solucdes
amostra foi pesado o equivalente a 5 mg de CEF de 6 frascos diferentes e
adicionado em um baldo de 25 mL com 15 mL de agua mili-Q, este foi levado
ao banho ultrassonico, por 10 minutos, apés completou-se o volume com o
mesmo diluente obtendo solucdo com concentracdo de 100 pug/mL. Desta foi
retirado uma aliquota de 2 mL com ajuda de micropipeta automéatica para baldo
volumétrico de 5 mL e completado o volume com a solucao diluente obtendo
seis concentracoes finais de 40 pg/mL. A repetibilidade foi obtida por analise de
6 amostras de 40 pg/mL analisadas no mesmo dia e avaliada a area absoluta.
Para a precisdo intermediaria, solu¢cbes amostras de 40 pg/mL foram
analisadas em trés dias diferentes e analisados os resultados. Foi determinado
o desvio padrao relativo (DPR), sendo que este ndo deve ultrapassar 5% para

gue o método seja considerado preciso, segundo Brasil, (2003).

- Exatiddo: A exatiddao do método foi obtida através do teste de recuperacao,
onde quantidades conhecidas de SQR foram adicionadas a amostra. Para o
preparo das amostras partiu-se de uma concentragcdo de 100 pg/mL tanto
solugdo SQR quanto solugdo sem adicdo de SQR (A), foram feitas em
triplicata, obtendo concentracdes finais de 15,0, 20,0, 25,0 pg/mL (R1, R2, R3,
respectivamente), conforme a Tabela 3.
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Tabela 3: Preparo das solucdes para o teste de recuperacao por CLAE.

Volume da Volume Concentracao
amostra (mL)* adicionado da final (ug/mL)
SQR (mL)*
A 0,5 - 50
R1 0,5 1,0 15,0
R2 0,5 1,5 20,0
R3 0,5 2,0 25,0

*Aliquotas transferidas a balGes volumétricos de 10mL.
Para cada solugdo foram feitas 3 determinagdes.

A percentagem de recuperacdo foi calculada pela seguinte férmula:

Ve R=(Cr=Ca)x 1
et

. 4

Onde:
Ck: concentragéo da solucéo (R1, R2, R3);
Ca: concentragdo da amostra;

Cr: concentracdo teorica da SQR adicionada.

- Robustez: A robustez foi avaliada pelo método (Plackett-Burman), onde
foram feitas modificacbes nas condi¢cdes cromatograficas conhecidas, tais
como: percentagem de organico, temperatura e vazdo, conforme descrito na
Tabela 4.

Tabela 4: Fatores avaliados para robustez pelo método Plackett-Burman.

Fator Nominal Nivel (+1) Nivel (-1)
% de organico 13 14 12
Temperatura(°C) 30 31 29
Vazao (mL/min) 1,0 1,1 0,9

4.1.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos serem realizados os testes preliminares para o desenvolvimento da
metodologia analitica para CEF, algumas alteragbes na condicao

cromatografica foram realizadas. Para determinar o melhor método realizou-se
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a conformidade do sistema que avaliou o niamero de pratos tedricos, fator

capacidade, tempo de retencgéo e fator cauda, como demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5: Parametros de conformidade do sistema obtidos experimentalmente
e recomendados (SHABIR, 2003; RIBANI, 2004).

Parametro Recomendacéo Valor experimental
Pratos tedricos Em geral deve ser maior 4.498,57
gue 2000 para CLAE.
Fator capacidade O pico deve estar 2,45

separado de outros
picos e do pico nao

retido k>2.
Fator cauda Recomendavel <2, picos 1,21
muito assimeétricos

afetam a quantificacao.

A Figura 3 ilustra o cromatograma obtido por CLAE, nas condi¢cbes
escolhidas para a validacao.

£222nm . 2nm (1.00
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0.0 1.0 2.0 3.0 2.0 S.0 6.0 7.0 min

Figura 3: Cromatograma representativo das condi¢des validadas para o método
cromatografico para quantificacdo da CEF.
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Para verificar a especificidade do meétodo foram analisados os

cromatogramas das amostras submetidas a degradacao forcada (Figura 4).
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Figura 4: Cromatogramas obtidos através da analise por CLAE das solucfes
amostra submetida a degradacao forcada onde: (A) meio &cido 180 minutos;
(B) meio basico 5 minutos; (C) oxidativa 45 minutos; (D) UVA 180 minutos; (E)
UVC 90 minutos; (F) térmica 40 °C 180 minutos; (G) térmica 60 °C 120
minutos.

Pode-se observar através da analises dos cromatogramas e da pureza
do pico da CEF que ndo houve interferéncia de possiveis produtos de
degradacéo nas condi¢des testadas.

Avaliando os parametros de degradacdo observa-se que nao houve
decaimento na concentracdo de CEF em 180 min de hidrdlise acida 0,1M e de
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UVA em 180 min. Na degradacdo térmica a 40°C observou-se em 180 min
degradacdo de apenas 15%, na térmica 60°C em 120 min ocorreu degradacéo
de 55%, sendo que esta € uma degradacéo elevada tendo em vista alteragéo
de 20°C. Na degradacdo oxidativa com peroxido de hidrogénio em 45 min
degradou 91%, ocorrendo a degradacdo mais expressiva entre as analisadas.
A degradacdo basica analisada em NaOH 0,1M e 0,01M apds 5 min nao foi
detectado sinal do farmaco na corrida cromatografica, na condicdo de
degradacdo UVC em 90 minutos mostrou degradacao de 56%. Em todas as
condi¢cbes analisadas o sinal do farmaco apresentou-se puro comprovando a
auséncia de interferéncia de possivel produto de degradacdo. Assim sendo
estes resultados comprovam a especificidade do método.

A linearidade do método foi verificada por meio da construcdo da curva
padréo, através da concentracdo versus area do pico.

O método apresentou-se satisfatorio na faixa de concentragdo de 5,0 —
60,0 pg/mL nos trés dias analisados. A representacdo grafica da curva
encontra-se na Figura 5, onde a equacdo média foi y = 64463x + 5347,6 e 0
coeficiente de correlacéo foi de 0,9996, este demonstrou concordancia entre as

concentragdes utilizadas e as areas obtidas pela CLAE.
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Figura 5: Representacao gréafica da curva padréo da CEF na faixade 5,0 -
60 pug/mL quantificados por CLAE.

A avaliacédo da linearidade do método pela anélise da variancia (ANOVA)
esta demonstrada na Tabela 6.
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Tabela 6: Analise da variancia (ANOVA) para ajuste do modelo linear da curva
padrao por CLAE.

Fontes de GL SQ Variancia Fcal Ftab
variacao

Entre doses 6 2,88x10"° 4,80x10% 1773,07

Regressao linear 1 2,88x10% 2,88x10% 10634,00" 8,86
Desvio linearidade 5  3,65x10*° 2,40 x10° 2,707 4,69
Dentro 14 3,80x10*° 2,71 x10°

Total 20 2,88 x10%

'Significativo para p < 5%.
“Significativo para p > 5%.

Os resultados da ANOVA demonstraram haver regressao linear
significativa e auséncia de desvio de linearidade, confirmando assim a
linearidade do método.

A preciséo por CLAE foi avaliada através da repetibilidade (intradia) e da
precisao intermediaria (interdia), analisando 6 amostras por dia em trés dias
diferentes, expressando o valor em Desvio Padrdo Relativo (DPR). Os valores

obtidos estdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7: Valores experimentais obtidos através da repetibilidade e da precisédo
intermediaria na determinacao da CEF por CLAE.

Preciséo intradia (n=6)

Teor (%)" Média + DP DPR(%)"
109,62 108,99
Dia 1 109,43 110,92 109,91 + 0,76 0,70

109,77 110,78

110,14 110,77
Dia 2 110,36 110,10 110,09 £ 0,60 0,54
110,20 108,98

109,95 110,11
Dia 3 109,91 110,33 109,98 + 0,62 0,56
110,70 108,86

Preciséo interdia (n=18)

Média (%) 110,0
DPRE 0,57

" Cada valor representa a média de trés determinagées.
® DPR (%) = Desvio padrao relativo percentual.

Observando os valores apresentados na Tabela 7, obteve-se valores de
desvio padrdo relativo na faixa de 0,54 — 0,70%, sendo considerados
adequados para meétodo analitico (< 5 %) (BRASIL, 2013). Estes valores

caracterizam a adequada repetibilidade do método. No que se refere a precisao
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intermediaria, o valor de DPR foi de 0,93, mostrando a elevada precisdo do
método.

A exatiddo do método foi avaliada pelo teste de recuperacéo, através da
analise de trés concentracbes na faixa pré-estabelecida, cujos resultados

apresentam média de 100,68 %, como demonstrado na Tabela 8.

Tabela 8: Resultado da determinacdo do teste de recuperacdo de CEF por
CLAE.

Quantidade de Quantidade de Percentual de
Ceftarolina SQR Ceftarolina recuperada recuperagao = DPR
adicionada (ug) (Vs))
10,0 10,46 100,8 £ 1,50
15,0 15,44 100,35+ 1,04
20,0 20,54 100,9 + 1,27

A robustez do meétodo analitico, determinada, utilizando o desenho
experimental de Plackett-Burman, permitiu a avaliacdo do efeito de diversos
fatores na analise cromatografica. No experimento realizado, os efeitos de cada
parametro estudado (percentual de organico, vazao e temperatura), ndo foram
significativos, pois os efeitos calculados foram menores do que o valor critico
de t (a = 5%), demostrando a robustez do método. O software Minitab foi usado
para desenvolver os efeitos e gerar os graficos de Pareto, onde foram
avaliados tempo de retencao, fator cauda, area e pratos teéricos, mostrados na
Figura 6.
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Temperatura
Vazio
% orgdnico

tor Name

Temperatura

Pareto Chart of the Standardized Effects Pareto Chart of the Standardized Effects
(resposta do tempo de retengao; a = 0,05) (resposta do fator cauda; a = 0,05)
Term 2776 Term 2176
1 Factor Name 1 Factor Name
A Temperatura ml | A
] Vazio ! [
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B C
E B
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Pareto Chart of the Standardized Effects Pareto Chart of the Standardized Effects
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Figura 6: Grafico de Pareto representando o efeito das variaveis para
avaliagdo da robustez do método analitico, usando desenho experimental
Plackett-Burman.

4.2 ENSAIO MICROBIOLOGICO - METODO DE DIFUSAO EM AGAR-
CILINDROS EM PLACA.

Medicamento que nao podem ser caracterizados pelas propriedades
fisico-quimicas ou ainda em situacdes na qual a dose ineficaz e a dose tbxica
sdo muito proximas € utilizado o doseamento microbioldgico para analisar sua
eficacia terapéutica. O ensaio microbiolégico de difusdo em agar é um método
fisico, no qual um microrganismo é utilizado como revelador. O método
emprega um meio de cultura sélido inoculado com o microrganismo em um
sistema de bicamada, através da qual a substancia teste se difunde. E
indispensavel que se trabalhe com um namero significativo de placas de forma
a reduzir o erro inerente ao ensaio (PINTO et al., 2010). O mesmo é uma
exigéncia de controle de qualidade de diversas farmacopeias (FARMACPEIA
BRASILEIRA, 2010; JAPANESE PHARMACOPOEIA, 2011; USP, 2016).
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No ensaio microbiolégico, a atividade do antibiotico é definida pela dose
que inibe o crescimento de um microrganismo sensivel a este antibiético. O
ensaio é realizado comparando a inibicdo do crescimento do microrganismo
por concentracdes conhecidas de um padrédo de referéncia com a inibicdo por
diluicdes da substancia testada (DART, 1996; WHO, 2013).

Foi um marco importante para o controle microbiolégico a harmonizagéo
entre Farmacopeias Americana, Japonesa e todos paises que participaram do
International Council on Harmonization (ICH), bem como o grupo de discussao
da padronizacdo dos métodos. Assim passou-se a ter métodos padronizados,
modernizando 0os métodos microbiolégicos classicos (REBELLO, 2015).

Deste modo, o0 ensaio microbiolégico sendo realizado em condicbes
padronizadas e controladas fornece adequada determinacédo da poténcia, além
de apresentar a possibilidade da verificacdo da perda de atividade do
antibidtico (ABDELAZIZ et al., 2012; DAFALE et al., 2012; CAZEDEY e
SALGADO, 2013).

4.2.1 Materias e métodos

Para a quantificacdo da ceftarolina (CEF) foram desenvolvidos varios
ensaios preliminares, mudando alguns parametros como concentracdo da
substéancia de referéncia e da amostra (2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0 pg/mL),
temperatura de incubacédo (30 +2 e 35 = 2 °C), solucéo diluente (dgua destilada
esterilizada e agua mili-Q) e concentracao de inéculo (1,0; 2,0; 3,0; 4,0 %) no
meio, a fim de determinar qual seria a condicdo experimental ideal.

A partir destes resultados foi possivel estabelecer os parametros para a

realizagdo do doseamento microbiolégico que estdo apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9: Parametros usados na determinagédo de Ceftarolina Fosamila em
ensaio microbiologico.

Parametros Descricao

Microrganismo Kochuria rhizophila ATCC 9341
Meio de cultura (camada base e Meio n°11 de Grove -Randall
in6culo)

Meio de cultura (manutencgao) Meio n° 1 de Grove-Randall
Solugéo diluente Agua estéril

Concentracéo da solucéo padréo 2,0; 4,0; 8,0 pg/mL
Concentracao do indculo 1%

Tempo de incubagéo 18 — 24 horas

Temperatura de incubacéo 35x2°C

- Meios de cultura: foram utilizados meios de cultura Grove-Randall n° 1 para

manutencdo e repique do microrganismo, e n°ll como constituinte para
camada base e in6éculo com microrganismo teste. Todos os meios utilizados
foram pesados conforme a especificagcdo no rétulo do fabricante (Merck),
dissolvidos em agua mili-Q e esterilizados em autoclave (Webeco C) a 121 °C,

durante 15 minutos.

- In6culo: o microrganismo foi repicado com alca de platina para meio inclinado
n°l de Grove-Randall e mantido por 24 horas antecedentes a realizacdo do
experimento em estufa microbiolégica (Biomatic) em temperatura entre 35-
37°C para seu crescimento. ApOos o crescimento bacteriano, o indculo foi
padronizado em espectrofotometro Analyser modelo 800M em comprimento de
onda de 580 nm, obtendo transmitancia de 25% + 2%. Uma aliquota foi retirada
deste in6culo para obter uma concentracdo de 1% e transferida para meio n°
11 de Grove-Randall e mantida em banho-maria (Biopar BMDO1ESP) a 47 + 2

°C. O meio de cultura foi preparado e utilizado imediatamente.

- Preparo_da substancia quimica de referéncia: a substancia quimica de

referéncia (SQR), foi adquirida (25 mg) da empresa A ChemTek (USA), com o
nome de TAK 599, como pureza declarada de 98%. Foi recebida em um

eppendorf lacrado, com po de coloracdo amarelo claro. Pesou-se o equivalente
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a 1mg da SQR de Ceftarolina Fosamila Acetato, foi transferido para balédo
volumétrico de 25 mL com 10 mL de agua mili-Q (solucado diluente), e levado a
banho ultrassénico durante 10 minutos para completa solubilizacdo. Apos,
completou-se o volume com solucédo diluente e com auxilio de micropipeta
automatica (Transferpette, Brand) foram transferidas aliquotas para balGes de
20 mL obtendo-se as concentragdes finais de 2,0; 4,0 e 8,0 pg/mL de SQR,
(P1, P2 e P3, respectivamente).

- Preparo_das amostras: as amostras de CEF foram adquiridas através da

empresa Victoria Comércio de Produtos Hospitalares (Porto Alegre - RS), na
embalagem comercializada do medicamento Zinforo®, a qual continha 10
frascos devidamente lacrados com 600 mg de CEF. Pesou-se o equivalente a
10 mg de amostra, esta foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL,
adicionou-se 50 mL de solucéo diluente e foi levado a banho ultrassénico
durante 10 minutos. Apoés foi completado o volume com solugéo diluente e
retiradas aliquotas para balées de 10 mL, obtendo concentracéo final de 2,0;
4,0 e 8,0 yg/mL de CEF,( A1, A2 e A3, respectivamente).

- Procedimento: Foram utilizadas 6 placas de Petri previamente esterilizadas

(20,0 mm de altura x 100,0 mm de diametro) para cada ensaio, adicionados 20
mL de meio n°® 11 para camada base. Apds a solidificacdo, em cada placa
foram adicionados 5 mL de meio n° 11 com inéculo a 1%. Apds a solidificacao
da camada semeada, foram distribuidos 6 cilindros de aco inoxidavel (6,0 mm
de diametro interno x 8,0 mm de didmetro externo x 10mm de altura) mantendo
uma distancia equivalente entre eles. Apds, com auxilio de uma micropipeta
automatica, foram adicionados, de modo aleatério, 200 pL das solucbes
amostra e SQR nos cilindros. As placas foram armazenadas em estufa
bacteriol6gica (Biomatic) a temperatura 35-37°C durante 18-24 horas. Apés o
respectivo tempo, os diametros dos halos foram medidos com auxilio de

paquimetro digital (Mitutoyo®, Toquio, Jap&o).
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4.2.2 VALIDACAO

- Especificidade: foi verificada se a quantificagcdo de CEF sofreria interferéncia

de provaveis produtos de degradacdo formados pela luz UVC e pela
degradacéao térmica a 60°C. As solucdes amostras de CEF foram preparadas
na concentracdo de 40 pg/mL, como no item 4.1 — preparo das amostras.
Foram submetidas a luz UVC por 90 minutos, sendo realizadas coletas nos
tempos: 5, 20, 30, 45, 80 e 90 minutos e para a condicdo térmica por 120
minutos, sendo coletados nos tempos: 5, 20, 45, 60, 90 e 120 minutos. Apés
foram transferidas aliquotas para obter a concentracdo de 2,0; 4,0; 8,0; pg/mL.
O diametro do halo foi comparado com a SQR nas mesmas concentracoes.

- Linearidade: foram utilizados trés pontos (2, 4 e 8 ug/mL), como
preconizados pela Farmacopeia Brasileira (2010) para o delineamento 3x3. A
curva analitica final foi construida a partir da média de trés curvas analisadas
em trés dias diferentes, cada uma composta por seis placas com a solucdo
SQR P1, P2 e P3. Os dados obtidos foram avaliados pelos parametros de
inclinagéo, desvio de paralelismo e coeficiente de correlagéo. A validade dos
dados foi feita através da andlise de variancia (ANOVA) e a equacdo da reta

obtida pelo método dos minimos quadrados.

- Precisao: os ensaios foram realizados com amostras de CEF, Al, A2 e A3,
durante 3 dias diferentes, utilizando seis placas em cada ensaio, por dia. A
repetibilidade e a precisdo intermediaria foram avaliadas por meio do desvio

padrao relativo (DPR) dos valores de atividade percentual da CEF.

- Exatidao: foi realizada através do teste de recuperacao, onde adicionou-se
solugbes de SQR em uma solugcdo amostra de CEF a fim de obter valores
acima de 10% da concentragcao teste. A exatiddo foi expressa como
percentagem de recuperacdo da substancia de referéncia. Neste ensaio foram
preparadas em triplicata, solugcbes amostras (40 pg/mL) adicionadas com 1 mL
de SQR (40 pg/mL), a fim de obter uma solugdo com concentracao final de 44
pg/mL. Desta solucdo foram transferidas aliquotas de 500 pL, 1,0 e 2,0 mL,

para R1, R2 e RS3, respectivamente, completando-se o volume com solucdo
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diluente. As concentracdes finais obtidas foram 2,2; 4,4; 8,8 ug/mL para R1, R2
e R3.

- Robustez: foi avaliada através da variagdo da concentracdo do meio
inoculado no doseamento. Foi feita a analise da poténcia de CEF utilizando o
meio inoculado nas concentracdes de 0,8 e 1,2% e estas foram comparadas a
condicdo normal (1%), avaliando-se a interferéncia das modificacdes no

resultado final.

4.2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes preliminares foram realizados para desenvolvimento do método.
Os parametros avaliados foram: concentracdo da substancia de referéncia e da
amostra (2,0; 5,0; 10,0; 15,0; 20,0; 30,0 ug/mL), temperatura de incubacéo (30
12 e 35 = 2 °C), solucao diluente (4gua destilada esterilizada e dgua mili-Q) e
concentracdo de inéculo (1,0; 2,0; 3,0; 4,0%) do meio a fim de determinar qual
seria a condicdo experimental ideal.

Os parametros definidos foram: in6culo a 1% e concentracfes de CEF
de 2,0; 4,0 e 8,0 pg/mL e a temperatura de incubacao definida foi 35 + 2°C.

Este método foi escolhido por apresentar melhor nitidez dos halos e
facilitar a leitura dos mesmos pelo paquimetro, como se pode observar na
Figura 7. O tamanho dos halos de inibicAio ndo foram afetados pela
composicdo do meio e a concentracdo do inéculo empregada foi suficiente para
apresentar crescimento homogéneo do microrganismo, proporcionando um
contraste com a zona de inibicdo de crescimento, sem apresentar colonias

isoladas.
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Figura 7: Placa de petri com os halos de inibicdo de crescimento do
microrganismo Kocuria rhizophila, pelo método de difusdo em agar cilindros em
placa para determinacéo de CEF.

A solucdo amostra foi submetida a degradacao fotolitica por radiacao
UVC e por degradacdo térmica a 60 °C. Os resultados mostraram uma
degradacdo de aproximadamente 46,26% quando exposta a radiacdo UVC por
90 minutos, sendo este resultado semelhante ao encontrado pelo método por
CLAE guando a mesma amostra foi analisada (44,52%). Os resultados obtidos
pela degradacdo térmica a 60 °C foi de aproximadamente 55,04%, em 120
minutos, semelhante aqueles encontrados pelo método por CLAE (55,6%).
Pode-se observar que o provavel produto de degradacdo nao interferiu na
determinacdo da CEF pelo método microbiologico.

A linearidade foi obtida através da equacdo da reta, pela média dos
valores dos halos de inibicdo, calculada pelo método dos minimos quadrados,
sendo: y = 19,734x + 8,8785, com o coeficiente de determinacéo obtido (R?)

0,9872, como demonstra a Figura 8.
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Figura 8: Curva analitica da solucdo SQR obtida através do método
microbioldgico de difusédo em agar cilindros em placa.

Os diametros de halos de inibicdo do crescimento bacteriano, obtidos
nos trés niveis de concentracdo de CEF analisados, podem ser observados na
Tabela 10.

Tabela 10: Diametro dos halos de inibicdo utilizados na construcdo da curva
padrdo obtidos pelo ensaio microbioldgico.

Concentracao Diametros dos Diametro médio DPR®
(ug/mL) halos (mm) (%)
(mm)*

14,768
2,0 14,151 14,3 3,07
13,919

17,988
4,0 17,463 17,7 1,62
17,530

22,225
8,0 21,583 21,8 1,63
21,636

"Cada valor corresponde a média de seis determinacdes.
® DPR(%)= Desvio Padrdo Relativo percentual.

A andlise da variancia (ANOVA) utilizada na elaboragéo da curva padréo

estd demonstrada na Tabela 11.
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Tabela 11: Analise da variancia dos halos de inibicdo determinados na
obtencéo da curva padréo, utilizando o método de difusdo em agar.

Fontes de GL SQ Variancia Fcal Ftab
variacao

Entre doses 2 85,471 42,735 319,572
Regressdolinear 1 55690 545000  4076,139" 5,99
Desvio linearidade 1 gan561 630561  0,000212 5,99
Dentro 6 0,802 0,134

Total 8 86,273

'Significativo para p < 5%.
“Significativo para p > 5%.

A linearidade do ensaio microbiolégico foi demonstrada pelos valores
obtidos na curva, apresentou regresséo linear significativa (F calculado > F
Tabelado) e desvio de linearidade nao significativo (F calculado < F Tabelado)
para p=5%.

Segundo a RE 899 (Brasil, 2003), o valor recomendado de coeficiente de
correlacdo é de 0,98 para métodos bioanaliticos e foi demonstrado valor
adequado ao recomendado através da correlacao linear entre o diametro médio
do halo de inibicdo versus o log da concentracéo.

A precisdo do método foi determinada pela repetibilidade (intradia) e
precisdo intermediaria (interdia), nas quais 0s valores sao expressos como
desvio padrao relativo (DPR), realizada no mesmo dia e em dias consecutivos,
sob as mesmas condi¢cdes experimentais, laboratorio e analista.

A analise da repetibilidade foi comprovada pelos baixos valores de
desvio padrao relativo obtidos (1,22 a 1,36) quando analisados no mesmo dia.
A precisao intermediaria foi determinada pela analise das amostras em trés
dias diferentes e obteve-se valor experimental médio de teor em relagdo ao
valor rotulado 109,42 %, com DPR de 1,13. Os resultados obtidos na avaliacéo
da precisdo estao apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12: Resultados obtidos através do ensaio microbiolégico para
determinacao de CEF.

Precisao intradia

Dia Ensaio Teor (%)" Teor médio DPR (%)°
(%)

1 108,42

1 2 109,72 109,75 1,23
3 111,12
1 110,32

2 2 107,68 109,10 1,22
3 109,30
1 111,04

3 2 109,03 109,40 1,36
3 108,14

Precisao interdia

Média (%) 109,42
DPR 1,13

" Cada valor corresponde a média de 6 placas.
®DPR (%)= Desvio Padrao Relativo percentual.

A exatiddo do método por doseamento microbiologico foi avaliada
através do teste de recuperacdo, cujos resultados apresentam adequada
exatidao (100,2 a 104,66%).

Tabela 13: Resultados obtidos no teste de recuperacdo de CEF pelo ensaio
microbiolégico.

Quantidade de CEF Quantidade de CEF Percentual de

SOR adicionada (ug) recuperada (ug) recuperacao (%)
3,60 3,61 100,20
3,60 3,68 102,10
3,60 3,77 104,66

Os valores encontrados referentes ao parametro de robustez, com a
alteracdo na concentracao do inoculo (0,8 e 1,2%), foram 112,12% e 110,32%,
respectivamente, proximo ao encontrado pela precisdo (109,42%),
comprovando a robustez do método proposto.

Os parametros analisados no ensaio microbiolégico foram satisfatérios
para identificacdo e quantificacdo do farmaco em estudo, demonstrando que o
ensaio microbiolégico € uma ferramenta extremamente Uutil, substituta para

alguns métodos fisico-quimicos no controle de qualidade, fornecendo a
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poténcia do antimicrobiano, podendo ser alternativa na rotina do controle de
qualidade. Os parametros avaliados pelo método de difusdo em &gar
atenderam ao preconizado para validacdo do método apresentado pela
Farmacopeia Brasileira (2010) e guias internacionais, comprovando a
aplicabilidade do mesmo para quantificacio de CEF em sua forma

farmacéutica p6 para solucao injetavel.

4.3 ANALISES COMPARATIVA ENTRE OS METODOS DESENVOLVIDOS

Face ao objetivo do estudo de desenvolver e validar uma metodologia
analitica foi realizado um comparativo entre os métodos previamente validados.
Para isto foi realizada uma analise estatistica utilizando como ferramenta o
teste “t” de Student.

A Tabela 13 apresenta os resultados obtidos na determinacéo
guantitativa da amostra comercial de CEF, através dos métodos analiticos

validados.

Tabela 13: Valores experimentais obtidos para quantificacdo da CEF na
amostra p6 para solucao injetavel, através dos métodos propostos validados.

Método
Microbiolégico (mg/g)® CLAE (mg/g)°
710,38 718,26
718,10 716,98
728,12 719,20
722,87 714,08
705,52 726,72
716,18 725,80
727,57 721,64
714,43 723,05
708,54 722,01
Média 716,85 720,86
DPR 1,13 0,57

% Cada valor corresponde a um ensaio com 6 placas.

® Cada valor corresponde a média de 3 determinacdes.

O tratamento estatistico utilizado tem a finalidade de detectar possiveis
diferencas entre os valores experimentais encontrados. Os resultados desta

analise ndo indicam diferenca significativa (p > 5%). Este resultado comprova
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gue os métodos desenvolvidos sao intercambiaveis, sendo adequados para

determinacao quantitativa da CEF na forma farmacéutica comercializada.






5. ESTUDO PRELIMINAR DE ESTABILIDADE
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5.1 INTRODUCAO

A estabilidade é definida como o tempo pelo qual a formula farmacéutica
ou a matéria-prima isoladamente mantem-se dentro dos limites especificados e
durante seu periodo de estocagem e uso, tendo que apresentar as mesmas
condi¢Bes que possuia na sua fabricacdo. Pode também ser definida como o
tempo compreendido entre 0 momento no qual o produto esta sendo fabricado
e aquele que sua poténcia ndo pode estar reduzida mais do que 10 %, desde
gue os produtos de alteracdo estejam seguramente identificados e previamente
reconhecidos seus efeitos (TABORIANSKI, 2003; VEHABOVIC et al., 2003;
STULZER e SILVA, 2007).

Os estudos de degradacao forcada, além de avaliarem a estabilidade
intrinseca da molécula, podem também auxiliar na identificacdo de produtos de
degradacéo, e estabelecer as rotas de degradacdo, e validar metodologias
analiticas indicativas de estabilidade (ICH, 2003).

A estabilidade depende de fatores ambientais como temperatura, luz,
umidade entre outros fatores relacionados ao proprio produto como
propriedades fisicas e quimicas da substadncia ativa e excipientes
farmacéuticos, na forma farmacéutica e sua composicdo, processo de
fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem (BRASIL, 2005).

As informacdes obtidas neste estudo podem caracterizar as substancias,
classificando-as em termolébeis, hidrolisaveis, fotoinstaveis e oxidaveis em
varios niveis. E possivel também encontrar substancias estaveis em todas as
condicbes de estresse (ALLEN; POPOVICH e ANSEL, 2007). Assim sendo
com as informacdes obtidas sera mais facil garantir a seguranca e a eficacia do
farmaco, optando por excipientes, processo de fabricacdo e materiais de
embalagem que sejam mais adequados para cada farmaco (PANDEY; RATH;
DWIVEDI, 2014).

5.2 PARTE EXPERIMENTAL

- Preparo_das amostras: pesou-se em balanca analitica (AND modelo HN

202) o equivalente a 50 mg de amostra de CEF e transferiu-se para um baléo

de 100 mL. Adicionou-se 50 mL da solucdo diluente (agua mili-Q) e esta
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solucéo foi levada a banho ultrassénico, durante 10 minutos. O volume foi
completado com solucdo diluente obtendo-se uma solucdo de concentracéo
500 pg/mL.

- Condicdes do estudo: este teste teve como objetivo avaliar o decaimento do

teor de CEF em relacdo ao tempo de degradacdo e uma possivel formacéo de
produtos de degradacdo. O monitoramento foi feito por CLAE e pelo método

microbioldgico através da metodologia previamente validada.

- Degradacéo térmica: aliquotas de 1 mL da solugdo amostra na concentracao

de 500 pg/mL (solucdo estoque) foram adicionadas em 28 cubetas de
descartaveis vedadas com parafiime e levadas a estufa com temperatura
monitorada a 60°C, por 120 minutos. Apos cada tempo estabelecido para
CLAE: 5, 15, 20, 30, 45, 60, 90 e 120 minutos e para 0 ensaio microbioldgico:
5, 20, 45, 60, 90, e 120 minutos, retirou-se, com auxilio de um pipetador
automatico, 800 pL da amostra da cubeta que foram transferidos para baldo
volumétrico de 10 mL, completado o volume com solucéo diluente obtendo uma
concentracéo final de 40 pg/mL e feita determinacdo por CLAE. Para avaliar a
degradacdo pelo método microbiol6gico a amostra foi diluida com agua milli-Q

para as concentracfes de 2,0, 4,0, 8,0 pg/mL.

- Degradacdo fotoquimica UVC: aliqguotas de 1 mL retiradas da solugédo

estoque foram adicionadas em 28 cubetas de descartaveis e vedadas com
parafiime, ap6s foram expostas a luz ultravioleta (lampada germicida Daylight
F30T8 UV-C 254nm com poténcia de 30 watts) em camara espelhada
internamente (100x16x16 cm) a uma distancia de 10 cm. ApOs os tempos
determinados para CLAE: 5, 10, 20, 30, 45, 60, 80 e 90 minutos e para o
ensaio microbiolégico: 5, 20, 30, 45, 80 e 90 minutos foram retiradas aliquotas
de 800 pL para baldo volumétrico de 10 mL, estabelecendo uma concentragédo
de 40 pg/mL e feita determinacdo por CLAE. Para o acompanhamento da
degradacéo através do microbiologico a amostra foi diluida com agua milli-Q
nas concentragdes de 2,0, 4,0, 8,0 ug/mL.
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5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Todos os resultados obtidos por meio de ensaio microbiologico foram
monitorados por CLAE, previamente validado. Os cromatogramas obtidos por
CLAE para solucdes amostra submetidas a degradacdo UVC e térmica 60 °C

estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9: Cromatogramas representativos obtidos através da analise por CLAE
das amostras de CEF: (A) 60 °C 120 minutos; (B) UVC 90 minutos.

Analisando o ensaio de degradacao frente a luz UVC observa-se em 90
minutos uma rapida degradacao, assim sendo foi um dos fatores de escolha
para realizar o acompanhamento microbioldgico. Foi possivel observar que
houve a formacdo de um pico adicional de um produto de degrada¢do quando
a CEF foi submetida a fotodegradacédo UVC.

Quando avaliados em 90 minutos pelo método cromatogréafico a amostra
submetida a degradacdo UVC teve decaimento para 44,52%, enquanto que no
teste microbioldgico observou-se resultado semelhante com teor degradado

para 46,26%, como demonstrado na Tabela 14.
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Tabela 14: Teores obtidos ap6s a degradacao frente a luz UVC avaliados por
CLAE e método microbiolégico.

CLAE MICROBIOLOGICO
Tempo (Minutos) Teor CEF  Tempo (Minutos) Teor CEF
(%) (%)

5 92,74 5 92,16
10 86,20 - -

20 85,40 20 87,20
30 76,90 30 78,82
45 75,88 45 71,81
60 72,46 ; ]

80 49,65 80 50,67
90 44,52 90 46,26

Quando a amostra foi submetida a temperatura de 60°C, apds 120
minutos, o teor de CEF decaiu para 55,05% quando avaliado pelo CLAE, este
mesmo valor foi observado pelo método microbiolégico, 55,60%, como é

demonstrado na Tabela 15.

Tabela 15: Teor de CEF ap6s a degradacéo térmica 60°C avaliados por CLAE
e método microbioldgico.

CLAE MICROBIOLOGICO
Tempo (Minutos) Teor CEF  Tempo (Minutos) Teor CEF
(%) (%)

5 100,03 5 98,60
15 98,16 - -

20 96,17 20 93,73
30 88,24 ; ]

45 80,01 45 82,77
60 71,25 60 75,22
90 64,35 90 65,13

120 55,05 120 55,60
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5.4 ESTUDO DA CINETICA DE DEGRADACAO

E importante que o fabricante preveja com precisdo a estabilidade em
prateleira de um novo produto a partir de resultados de estabilidade acelerada.
As reacOes de degradacdo nos medicamentos ocorrem a velocidades definidas
e sdo de natureza quimica. Estas sdo dependentes de varios fatores como:
concentracdo do reagente, temperatura, pH, radiagdo ou presenca de
catalizadores. Consequentemente, para que o estudo seja efetivo, é necessario
aplicar principios de cinética quimica. O tempo necessario para que 10% do
farmaco se degrade € um pardmetro importante, pois representa o limite
aceitavel para a degradacédo da substancia ativa (LACHMAN, 2001).

A ordem da reacao pode ser definida como a variacao da velocidade de
reacao com a concentracdo dos reagentes. Assim sendo a cinética de reacdes
com decomposicdo de farmacos pode ser classificada da seguinte maneira:
reacao de ordem zero, reacdes de primeira ordem e segunda ordem (SALVIO
NETO, 2010).

Reacdo de ordem zero: quando a velocidade da reacao é independente
da concentracdo da substancia reativa, assim nao depende deste reagente, ou
seja, ocorre quando a perda ou decomposicdo do farmaco independe da
concentracdo do reagente e € constante em relacdo ao tempo. Neste tipo de
reacao o fator limitante € outro que ndo a concentracéo, como a solubilidade ou
absorcao da luz (LACHMAN, 2001; SALVIO NETO, 2010).

Reacdo de primeira ordem: é caracterizada quando a velocidade de
reacdo depende da concentracdo do reagente, ou seja, a degradacdo do
farmaco é diretamente proporcional & concentracdo remanescente com relacéo
ao tempo (LACHMAN, 2001; SALVIO NETO, 2010).

Reacgdo de segunda ordem: é verificada quando a velocidade de reagéo
for proporcional ao quadrado da concentracédo atual do produto, ou seja, se a
velocidade da reacdo depende da concentracdo dos dois reagentes. Uma
reacado de pseudoprimeira ordem pode ser definida como reacdo de segunda
ordem, ou reagdo biomolecular. E verificada quando um dos reagentes se
encontra presente em grande excesso, ou é mantido a uma concentracéo
constante, comparativa com o outro reagente. A velocidade da reacdo é

determinada por um dos reagentes, mesmo que estejam presentes dois
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reagentes, uma vez que a segunda substancia ndo implica uma mudanca
significativa na concentragdo do produto durante a reacdo de degradacéo
(LACHMAN, 2001; SALVIO NETO, 2010).

Os meétodos cinéticos podem contribuir para a elucidacdo de alguns
mecanismos de reacdo, facilitando na investigacdo de novos métodos de
analise ou até para descoberta de novas tecnologias (MARIAN et al., 2013).

O objetivo deste estudo foi determinar a ordem da cinética de
degradacédo da CEF, por CLAE e método microbiologico de difusdo em agar-
cilindros em placa, e, assim, calcular a constante de velocidade de reacéo e o
tempo de vida util do produto visando auxiliar no monitoramento do produto

acabado.

- Degradacao_térmica: transferiu-se 1 mL da solucdo amostra de CEF na

concentracdo de 500 pg/mL (solugdo estoque) para 28 cubetas de descartaveis
vedadas com parafilme e levadas a estufa com temperatura monitorada a 60°C
por até 120 minutos. ApGs cada tempo estabelecido (microbiolégico e CLAE)
800 pL da cubeta foram transferidos com auxilio de um pipetador automatico
para baldo volumétrico de 10 mL, completado o volume com solugéo diluente
obtendo uma concentracao final de 40 pg/mL e feita determinacdo por CLAE.
Para avaliar a degradacdo pelo método microbiolégico a amostra foi diluida

para concentracdes de 2,0, 4,0, 8,0 ug/mL.

- Degradacéo fotoguimica UVC: Aliquotas de 1 mL foram retiradas da solucéo

estoque e adicionadas em 28 cubetas de descartaveis e vedadas com
parafilme, ap6s foram expostas a luz ultravioleta lampada germicida (Daylight
F30T8 UV-C 254nm com poténcia de 30 watts), em camara espelhada
internamente (100x16x16 cm) a uma distancia de 10 cm. ApoOs 0s tempos
determinados totalizando 90 minutos, foram retiradas aliquotas de 800 uL para
baldo volumétrico de 10 mL, estabelecendo uma concentracdo de 40 pg/mL e
feita determinacdo por CLAE. Para o acompanhamento da degradacgéo através
do método microbiolégico a amostra foi diluida na concentracdes de 2,0, 4,0 e
8,0 ug/mL.
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5.4.1 CALCULOS CINETICOS

A ordem de reacéo para cinética de degradacéao foi obtida representando
a concentracdo do farmaco residual em funcdo do tempo (reacdo de ordem
zero), log da concentracdo em funcédo do tempo (reacédo de primeira ordem) e
inverso da concentracdo em funcéo do tempo (segunda ordem).

Os coeficientes de regressdo linear (r) foram obtidos sendo que o
coeficiente mais proximo da unidade indica a ordem da reacéo.

Os parametros cinéticos de constante de velocidade de reacéo (k), e o
periodo de vida Util tege, (tempo em que 90% da concentracdo do farmaco
encontra-se na forma inalterada) foram obtidos.

As seguintes equac0des representam o modelo cinético do estudo:

Reacao de ordem zero: C = Co — kt

Reacao de primeira ordem: In C =In Co — kt

Reacao de segunda ordem: 1/C = 1/Co — kt

Onde:

Co: concentragdo no tempo zero.

C: concentracao apds a reacao no tempo t.
k: constante de velocidade da reacéo.

5.4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos no estudo preliminar de estabilidade de
CEF, optou-se por verificar a cinética de degradacao frente a luz UVC e térmica
a 60 °C por ambas terem degradado préoximo de 50%.

Todos os resultados obtidos por meio do ensaio microbiolégico foram
monitorados por CLAE previamente validado.

Os valores dos teores residuais das solucbes amostras de CEF foram
plotados em gréaficos de concentracdo versus o tempo, log da concentracdo

versus tempo e o inverso da concentragdo versus o tempo. Apos avaliou-se o
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coeficiente de determinacdo (R?) e aquele que mais se aproximou de 1,0
corresponde a cinética de degradacédo seguida.

A Figura 10 apresenta os gréaficos de concentracdo do farmaco residual
(%) na amostra degradada a temperatura de 60 °C pelo ensaio por CLAE e a
Figura 11 apresenta os graficos do ensaio microbiolégico na degradacéo 60 °C,

bem como as equacdes das retas e o0s respectivos coeficientes de correlacéo.
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Figura 10: Gréficos da concentracdo: (A) reacdo de ordem zero, (B) reacdo de
primeira ordem, (C) reacéo de segunda ordem da degradacao térmica a 60° C
de CEF monitorada por CLAE.
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Figura 11: Gréficos da concentracéo: (A) reacdo de ordem zero, (B) reacdo de
primeira ordem, (C) reacdo de segunda ordem submetida a degradacédo
térmica a 60° C de CEF monitorada pelo método microbioldgico.

Observando o coeficiente de correlagdo das retas dos graficos
C(segunda ordem) nas Figuras 10 e 11, verifica-se que a cinética de
degradacdo da CEF, quando submetida a degradacdo térmica a 60 °C,
obedece a uma reacéo de segunda ordem.

Apbés obter esta informacdo, através de calculos matematicos,
determinou-se a constante da velocidade de reacéo (k) e o tempo de vida util
(toow). As constantes de reacdo da CEF quando submetida a degradacao
térmica a 60 °C, apresentaram valores médios de 0,0001177 h*e 0,000136 h™,
gquando avaliadas pelo método cromatografico e  microbioldgico,
respectivamente.

Através da constante de degradacdo (k) pode-se calcular o tempo
necessario para que 10% do farmaco se degrade (tgos). Quando calculado para



77

CEF apresentou valores de 23,57 e 20,37 minutos, quando avaliados pelo
método cromatogréfico e microbioldgico, respectivamente.

A Figura 12 representa os graficos da degradacdo UVC por CLAE e a
Figura 13 os graficos da degradacdo por UVC avaliada pelo método
microbiolégico, bem como as equacfes das retas e 0s respectivos coeficientes
de correlagao.
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Figura 12: Graficos da concentracdo: (A) reacao de ordem zero, (B) reacéo de
primeira ordem, (C) reacdo de segunda ordem submetida a degradacdo UVC
de CEF monitorada pelo CLAE.
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Figura 13: Gréficos da concentracéo: (A) reacdo de ordem zero, (B) reacdo de
primeira ordem, (C) reacdo de segunda ordem da degradacdo UVC de CEF
monitorada pelo método microbioldgico.

Analisando o coeficiente de correlacdo das retas dos graficos A nas
Figuras 12 e 13, observa-se que a cinética de degradacdo da CEF, quando
submetida a degradacéo fotoquimica UVC, obedecem a uma reacdo de ordem
zero.

Apbés a determinacdo da ordem de reacdo, através de calculos
matematicos determinou-se a constante da velocidade de reacédo (k) e o tempo
de vida util (tgoss). As constantes de reagcdo da CEF quando submetida a
degradacdo UVC, apresentaram valores médios de 0,2983 h™ e 0,1875 h™,
quando avaliadas pelo método cromatografico e  microbioldgico,
respectivamente.

Através da constante de degradacdo (k) pode-se calcular o tempo

necessario para que 10% do farmaco se degrade (tgos%). Quando calculado para
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CEF apresentou valores de 12,43 e 19,78 minutos, quando avaliados pelo

método cromatografico e microbioldgico, respectivamente.



6. ESTUDO DE CITOTOXICIDADE
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6.1 INTRODUCAO

Com grandes protestos mundiais sobre o uso de animais para testes
toxicolégicos em produtos cosmeéticos, € de suma importancia a implantacéo de
novas alternativas, surgidas, inicialmente na Europa, por meio de organizacfes
com apoio governamental e logo alcangaram os demais continentes. Assim, 0s
diversos setores da industria farmacéutica migram para esta tendéncia
mercadoldgica que visa a avaliacdo de produtos por meio de metodologias que
diminuam o numero de animais e até elimine-os dos testes de eficacia e
seguranca (ANDERSEN et al., 2004).

A toxicidade pode ser determinada pela capacidade da substancia
causar danos aos seres vivos. Os sistemas de cultura celular assumem grande
importancia nos testes de toxicidade devido a sensibilidade e reprodutibilidade,
que facilitam o gerenciamentos dos testes e diminuem os custos (PINTO,
KANEKO, OHARA, 2010).

A avaliacdo da citotoxicidade da CEF foi realizada através do ensaio da
atividade metabdlica mitocondrial (MTT). A técnica de MTT € um ensaio
quantitativo para determinar a interrupcdo de uma funcdo bioquimica critica.
Este ensaio quantifica a atividade mitocondrial, medindo-se a formagéo de
cristais de formazana, produto formado pela reducédo de tetrazolium MTT. A
reducdo de MTT ocorre principalmente na mitocéndria através da acao da
enzima succinato desidrogenase, fornecendo entdo uma medida da funcéo
mitocondrial (MOSMANN, 1983; LOBNER, 2000).

Assim sendo, o objetivo foi avaliar a toxicidade da CEF em p6 para
solucéo injetavel, bem como de seu provavel produto de degradacéo formado,

quando exposta a degradacéao fotoquimica UVC e degradacao térmica 60°C.

6.2 PARTE EXPERIMENTAL

- Preparo_das amostras: para o preparo da amostra, nomeada condi¢cdo

normal, foi pesado 1 g de CEF, colocado em um baldo de 20 mL e, em
seguida, 10 mL de agua mili-Q foram adicionadas e levado ao banho
ultrassénico, por 10 minutos, apdés completou-se 0 volume com o mesmo

diluente, obtendo solugdo com concentracdo de 50 mg/mL. Desta foram
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retiradas aliquotas para eppendorf, a fim de obter as concentracdes de trabalho

de: 1,0, 10,0, 50,0 e 100,0 pg/mL, e completado o volume com agua milli-Q.

- Degradacéo térmica: aliquotas de 1 mL da solu¢cdo amostra na concentracao

de 50 mg/mL (solucdo estoque) foram adicionadas em duas cubetas de
descartaveis vedadas com parafilme e levadas a estufa com temperatura
monitorada a 60°C por até 120 minutos, apés realizou-se as diluicdes a fim de

obter as concentra¢des 1,0, 10,0, 50,0 e 100,0 pg/mL.

- Degradacao fotoquimica UVC: aliquotas de 1 mL na concentracdo de 50

mg/mL foram retiradas da solucédo estoque e colocadas em duas cubetas de
descartaveis e vedadas com parafilme, sendo entédo expostas a luz ultravioleta
(lampada germicida Daylight F30T8 UV-C 254 nm com poténcia de 30 watts),
em camara espelhada internamente (100X16X16 cm) a uma distancia de 10
cm. Apos 90 minutos foram retiradas da exposicao e realizadas diluicdes a fim
de obter concentracdes 1,0,10,0, 50,0 e 100,0 pg/mL.

- Procedimento: o ensaio de citotoxicidade foi realizado para avaliar se as

estruturas degradadas frente a luz UVC e a degradacdo térmica possuiam
algum efeito adverso em comparacdo com a molécula intacta de CEF. Este
estudo foi realizado no laboratério de Toxicologia da Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. Para avaliacdo da citotoxicidade
foi realizado o ensaio de reducdo de MTT para mensurar a atividade da
desidrogenase, a qual pode indicar a viabilidade celular. Foi utilizada linhagem
celular 3T3 do fibroblasto de camundongos, onde estas foram cultivadas
emmeio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’'s Medium (DMEM) suplementado
com 10% de FBS (soro fetal bovino), 100 U/mL de penicilina e 100 mg/mL de
estreptomicina em frascos de cultura de 75 cm? a 37°C em estufa de CO,
(atmosfera: 5% CO, e 95% de 0;). As células foram semeadas a uma
densidade de 35000 células/mL em 48 pocos de uma microplaca (volume final
de 250 uL; ~8000 células/cm?). As células foram nutridas a cada 2-3 dias e
sub-cultivadas quando a confluéncia de 70-80% fosse atingida. As curvas de
concentracdo versus resposta foram obtidas pela incubac&o das células com
1,0 — 100,0 pg/mL por 24 horas a 37 °C. Foi utilizado Triton X — 100 1% como
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controle positivo (100% de morte celular), e como controle negativo foi utilizado
meio de cultura e 4gua. Apos o periodo de incubacdo, o meio foi removido e
substituido por meio fresco contendo 0,5 mg de MTT. Assim as células foram
incubadas a 37 °C por mais 4 horas. Apés a incubacdo o meio de cultura
celular foi removido e os cristais de formazan foram dissolvidos em
Dimetilsulfoxido (DMSO). A absorvancia foi determinada a 550 nm em um leitor
de placas (BioTek instruments, Vermont, EUA). A analise pela ANOVA, seguida
pelo teste de Tukey foi utilizada para a comparacdo das médias dos testes. As

diferencas foram consideradas estatisticamente significativas para p < 5%.

6.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com os resultados expostos na Figura 14, a amostra
submetida a degradacdo térmica a 60 °C na concentracdo de 1 pg/mL nédo
apresentou diferenca significativa quando comparada com o controle negativo
e com a amostra na condicdo normal na mesma concentracdo. Entretanto, as
amostras submetidas a degradacdo e a condicdo normal nas concentracfes
10, 50 e 100 pg/mL, apresentaram diferenca significativa quando comparadas
ao controle negativo; portanto tanto as amostras na condicdo normal e as

degradadas apresentaram significativa morte celular.
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Figura 14: Resultados obtidos para amostra de CEF na condi¢cdo normal (TO) e

submetida a degradacao térmica 60 °C (TE) através do ensaio da atividade

metabdlica mitocondrial (MTT). Valores de 100% indicam viabilidade total (CN).

*** P < (0,001 quando comparado ao controle negativo (CN).

### P < 0,001 comparando cada concentragdo de TO com a concentragéo

correspondente de TE.

Na Figura 15 esta demonstrado o resultado do estudo de citotoxicidade
quando a amostra foi submetida a degradacédo fotolitica frente a luz UVC.
Pode-se observar que amostra na condi¢cdo normal na concentracdo de 1,0
pg/mL, ndo apresentou diferenca significativa de viabilidade celular quando
comparada com o CN. J4 a amostra nesta mesma concentracdo submetida a
degradacdo apresentou diferenca significativa em relagdo ao CN e a amostra
na condicdo normal. Quando as demais concentracbes foram comparadas
entre a condicdo normal e a condicdo degradada ndo apresentaram diferenca

significativa, com isso apresentam o mesmo perfil de morte celular.



86

120+

100+

o
T

Reducéo do MTT
(% controle)
s 8

[
<

[=]
L

Figura 15: Resultados obtidos para amostra de CEF na condi¢cdo normal (TO) e
submetida a degradacéo fotolitica UVC (UVC) através do ensaio da atividade
metabolica mitocondrial (MTT). Valores de 100% indicam viabilidade total (CN).
*** P < (0,001 quando comparado ao controle negativo (CN).

### P < 0,001 comparando cada concentragcdo de TO com a concentracéo

correspondente de TE.






7. CONCLUSOES
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O ensaio microbiolégico realizado pelo método de difusdo em agar-
cilindros em placa, nas condicbes experimentais estabelecidas, foi
validado adequadamente demonstrando ser especifico, linear, preciso,
exato e robusto para quantificar a Cefatarolina Fosamila na forma

farmacéutica em po para solugéo injetavel;

A metodologia analitica desenvolvida por cromatografia liquida de alta
eficiéncia foi validada para quantificacdo da Cefatarolina Fosamila na
forma farmacéutica em po6 para solucdo injetavel e demonstrou ter
adequada especificidade, linearidade, precisdo, exatiddo, robustez e

sensibilidade;

A comparacdo dos métodos propostos para determinacdo quantitativa
da Cefatarolina Fosamila na forma farmacéutica em p6 para solucdo

injetavel, ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas;

O estudo preliminar de estabilidade da Cefatarolina Fosamila na forma
farmacéutica em pé para solucdo injetavel mostrou instabilidade do
farmaco quando submetido a radiacdo UVC, a temperatura de 60 °C, a

hidrolise acida e a oxidacao;

Os resultados obtidos na avaliacdo da cinética de estabilidade térmica a
60°C indicam tratar-se de uma reacdo de segunda ordem e para
estabilidade fotolitica UVC indicam tratar-se de uma reacdo de ordem
zero. Estes resultados foram obtidos tanto pelo método microbioldgico

guanto para o método cromatogréfico;

O ensaio de citotoxicidade realizado com o farmaco degradado frente a
luz UVC e ndo degradado apresentaram citotoxicidade nas
concentragbes testadas (1,0, 10,0, 50,0 e 100,0 pg/mL). Quando a
amostra foi submetida a degradacéo térmica a 60° C e a ndo degradada
apresentaram citotoxicidade nas concentragbes 10, 50 e 100 pg/mL.
Este resultado sugere que o farmaco, mesmo apresentando

citotoxicidade frente ao ensaio realizado, ha necessidade da execucao
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de outros testes in vitro para uma conclusdo mais efetiva deste

parametro analisado.
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