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RESUMO

Neste trabalho, foram desenvolvidos e validados métodos qualitativos e quantitativos
para o controle de qualidade de cefpiroma, antibidtico B-lactdmico de amplo espectro
utilizado, principalmente, no tratamento de infecgdes graves e episodios febris em
pacientes com neutropenia, na forma farmacéutica pé para solugado injetavel. A
substancia quimica de referéncia utilizada nas analises foi caracterizada por
espectrofotometria no infravermelho e por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear. A andlise qualitativa foi realizada por cromatografia em camada delgada,
determinacao da faixa de fusdo, espectrofotometria nas regides do ultravioleta e do
infravermelho e cromatografia liquida de alta eficiéncia, possibilitando a identificagao
da amostra. A determinacdo quantitativa foi realizada através dos métodos:
espectrofotometria no ultravioleta, cromatografia liquida de alta eficiéncia e ensaio
microbiolégico pelo método de difusdo em agar — cilindros em placas, delineamento
3x3. Os métodos propostos foram validados segundo guias oficiais e
demonstraram ser especificos, lineares, precisos e exatos. Os resultados obtidos
demonstraram ndo haver diferenca significativa entre os métodos quando
comparados estatisticamente pela analise de variancia (ANOVA). Outro objetivo
deste trabalho foi o estudo da estabilidade da cefpiroma na forma farmacéutica
reconstituida com agua para injetavel. Os fatores de degradacdo avaliados foram
temperatura (40 °C) e luz (UVC - 254 nm). Os estudos acelerados de estabilidade
demonstraram que a cinética de degradacgao térmica e fotoquimica foi de primeira
ordem. Um produto de degradacgao térmica foi isolado e identificado, por ressonancia
magnética nuclear, espectrofometria no infravermelho e espectroscopia de massa,

como sulfato de 6-7-diidro-5H-ciclopenta[b]piridinium.

Palavras-chaves: cefpiroma, cefalosporina, validagdo, método analitico, controle de

qualidade, estabilidade, fotoestabilidade, produtos de degradacéo.






ABSTRACT

The aim of this study was the development and validation of analytical methods to
the determination of cefpirome in powder for injectable preparation and the stability
study of the drug after reconstitution of the pharmaceutical dosage form with
injectable water. Cefpirome is a fourth-generation cephalosporin active against a
broad spectrum of gram-negative and gram-positive bacterial infections and its
principal indication is in the treatment of patients’ septic shock or several sepsis. The
substance used as reference standard in the analysis was characterized by infrared
spectroscopy and nuclear magnetic resonance. The qualitative analysis was
performed by thin layer chromatography, melting range determination, infrared and
ultraviolet spectroscopy and high performance liquid chromatography, allowing the
identification of samples. The quantitative determination was performed by ultraviolet
spectrophotometry, high performance liquid chromatography and cylinder-plate
microbiological assay (3 x 3). The proposed methods were validated following official
guides and all of them demonstrated to be specific, linear, precise and accurate. The
obtained results were analyzed by the ANOVA method and they are not statistically
different. The degradation factors evaluated were the temperature (40 °C) and light
(UVC — 254 nm) and the accelerated stability demonstrated that the degradation
kinetics from thermal and photo degradation were first-order reactions. A thermal
degradation product was isolated and identified, by nuclear magnetic resonance,
infrared  spectroscopy and mass  spectrometry, as  6-7-dihidro-5H-

cyclopenta[b]pyridinium sulfate.

Keywords: cefpirome, cephalosporin, validation, analytical method, quality control

stability, photostability, degradation products.






APRESENTACAO

De acordo com as normas vigentes no Estatuto do Programa de Poés-
graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas, da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, a presente tese foi redigida na forma de capitulos, para uma melhor
organizacgao e discussao dos resultados obtidos. Assim, este exemplar encontra-se
dividido da seguinte forma:

1 Introducao;

2 Obijetivos;

3 Reviséao Bibliografica;

4 Capitulo 1: Analise qualitativa da cefpiroma na SQR e na forma

farmacéutica p6 para solugao injetavel;

5 Capitulo 2: Analise quantitativa da cefpiroma na forma farmacéutica p6 para

solugdo injetavel;

6 Capitulo 3: Estabilidade da cefpiroma na forma farmacéutica solugao

injetavel;

7 Conclusoes finais;

8 Referéncias;

9 Anexo

10 Biografia
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A garantia da qualidade vem sendo uma preocupagao dos profissionais
das ciéncias farmacéuticas, fazendo com que numerosos sistemas de avaliacao
sejam utilizados para caracterizagdo e comparagdo dos métodos empregados na
fabricacdo de medicamentos. Neste crescente interesse, percebe-se a existéncia de
duas opinides antagbnicas a respeito dos investimentos destinados ao controle de
qualidade: necessidade ou modismo (PARVIN, 1997).

A populagao, contudo, vem fazendo respeitar os seus direitos, buscando
produtos de qualidade comprovada principalmente em relagdo aos produtos
necessarios a promog¢ao e preservagao da saude e, nesse sentido, o controle de

qualidade de medicamentos torna-se indispensavel a existéncia de um povo sadio.

A producdo de medicamentos sem controle de qualidade é inconcebivel.
Com o controle de qualidade visa-se fabricar produtos de determinada qualidade, de
forma sistematica e uniforme; a produgao e a conservacao dessa qualidade durante
todo o processo de comercializacdo interessam tanto aos fabricantes quanto aos
consumidores. Muitos fabricantes devotam grande empenho, enquanto que outros
nao se preocupam o suficiente com a elaboragao de seu produto sendo, neste caso,
indispensavel um controle de qualidade que garanta a eficacia do medicamento
(KOROLKOVAS, 1988; SANTORO, 1988; BRASIL, 1990; BRASIL, 2003a).

Dentre os objetivos do controle de qualidade esta a obtencdo de
medicamentos melhores, mais eficazes, menos toxicos e mais estaveis e,
principalmente, a garantia do conteudo da substéncia ativa nas especialidades
disponiveis no mercado. Cada formulagdo farmacéutica, onde exista um farmaco,
representa um problema analitico especifico a ser resolvido. O controle de qualidade
no medicamento, ou seja, na especialidade farmacéutica € um processo complexo, e
para que se tenha confiabilidade nos resultados de uma analise, deve-se fazer
consideragdes em relagdo as amostras, ao método empregado e ao analista
(OHLWEILER, 1984; SANTORO, 1988).

Quando se fala em qualidade sob o ponto de vista legal, deve-se ter uma
fiscalizacdo no decorrer da fabricagdo e da dispensacdo, considerando-se os

aspectos qualitativos e quantitativos das substancias ativas declaradas para verificar



se o laboratério produtor esta cumprindo as proposicoes feitas pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (SANTORO, 1988; BRASIL, 2003a).

O objetivo principal das especificagdes de qualidade é de obter bases
para decidir se o produto analisado pode ser considerado adequado para uso ou
nao. Os testes de analise de pureza podem ser qualitativos (ndo requerem exatidao)
ou quantitativos, mas a sensibilidade do método é de grande importancia. Os
ensaios de quantidade e poténcia requerem o mais alto grau de precisao e exatidao
(KOROLKOVAS, 1988; SANTORO, 1988).

Os profissionais de atuacdo direta no controle de qualidade devem
compreender os principios basicos em que se fundamentam os métodos de analise
e se capacitar para o desenvolvimento e a selecdo dos métodos mais adequados a
um novo produto, pois 0 uso de técnicas analiticas sensiveis e especificas a forma
farmacéutica e as propriedades fisico-quimicas do farmaco é imprescindivel para

determinagao e a seguranga dos medicamentos.

E de extrema importancia a existéncia de metodologias analiticas
validadas e disponiveis em codigos oficiais para elevar a confiabilidade da avaliagéo
da qualidade dos produtos farmacéuticos. Desta maneira, os programas de
padronizacao e da vigilancia destes produtos tornar-se-ao mais eficientes (MEHTA,
1997).

Ao produzir um medicamento, langa-se mao de recursos tecnoldgicos
previamente estabelecidos e 0 mesmo, se necessario, € manipulado em condicdes
especiais que lhe assegure uma completa protecao contra os fatores ambientais. Ao
deixar o laboratério produtor, 0 medicamento passa a sofrer maiores influéncias do
ambiente. Por outro lado, € necessario que 0 mesmo mantenha seus caracteres
organolépticos, sua atividade farmacoldgica e sua seguranga durante o periodo que

se encontra no mercado e até o final de sua utilizagdo pelo consumidor.

O tempo de vida util de um medicamento é aquele periodo em que o
mesmo se mantém em condi¢cbes de uso, conservando as caracteristicas iniciais,
tais como: concentragédo da substancia ativa em, no minimo 90%, do valor rotulado,
eficacia terapéutica, seguranca, caracteristicas farmacologicas e caracteres

organolépticos.



A determinacdo do tempo de vida util é realizada através de estudos de
estabilidade, utilizando-se condi¢cdes experimentais drasticas e, através dos dados
obtidos, extrapolam-se valores para condicdes normais ambientais. Os processos de
envelhecimento acelerado fundamentam-se na determinacdo da velocidade de

degradacéao nas condi¢des experimentais utilizadas.

Neste sentido, os pesquisadores tém colaborado de forma decisiva para a
atuagao do profissional farmacéutico, desenvolvendo e validando métodos analiticos
e estudos de estabilidade adequados aos novos farmacos e suas formas
farmacéuticas presentes no mercado e que nao apresentam estudos descritos,
como é o caso da cefpiroma comercializada na forma de p6 para solugao injetavel,

objeto de estudo deste trabalho.

A cefpiroma € um antibiético B-lactamico de amplo espectro, do grupo das
cefalosporinas, de grande utilizagdo como parte do arsenal terapéutico mundial para

o tratamento das sepsemias, hospitalares ou ndo (TAVARES, 1996).

Por ser um medicamento essencialmente de uso hospitalar e em quadro
de alta debilidade do paciente, a cefpiroma & comercializada na forma farmacéutica
pd para solugao injetavel e tem o seu registro na Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), desde 1994 (BRASIL, 2007).

Apesar da sua disponibilidade comercial, a cefpiroma nao apresenta
métodos de analise, nem de estudo de estabilidade da forma farmacéutica, relatados
na literatura cientifica pertinente, prejudicando, assim, o controle adequado da

qualidade deste farmaco.

Com base nestas informagdes, planejou-se desenvolver e validar
métodos para controle de qualidade fisico-quimico e microbiologico da cefpiroma,

bem como estudar a estabilidade deste farmaco.
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2.1 - Objetivo Geral

Desenvolver e validar metodologia analitica para o controle de
qualidade da cefpiroma na substancia quimica de referéncia (SQR) e na forma
farmacéutica pd para solucdo injetavel, bem como o estudo da estabilidade deste

farmaco.

2.2 - Objetivos Especificos

» Determinar qualitativamente a cefpiroma na substancia quimica de referéncia
(SQR), utilizando a espectrofotometria na regido do infravermelho e
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de 'H e "*C.

» Desenvolver metodologia analitica para a determinag¢ao qualitativa da cefpiroma
na forma farmacéutica p6 para solugao injetavel, utilizando a espectrofotometria
nas regides do infravermelho e do ultravioleta, cromatografia em camada delgada
e cromatografia liquida de alta eficiéncia;

» Desenvolver e validar metodologia analitica para a determinagcédo quantitativa da
cefpiroma na forma farmacéutica pd para solugdo injetavel, utilizando a
espectrofotometria de absorgéo na regido do ultravioleta e cromatografia liquida
de alta eficiéncia;

» Estabelecer método microbioldgico de doseamento da cefpiroma na forma

farmacéutica po para solucao injetavel;
» Analisar comparativamente os métodos propostos;

» Determinar o fator ou fatores que podem alterar a estabilidade da cefpiroma na

forma farmacéutica solugéao injetavel;

» Realizar o isolamento e a caracterizacdo de possivel(is) produto(s) de

degradagéao da cefpiroma.
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A vitdria dos antibidticos sobre as doencas infecciosas celebra a maior
batalha travada até hoje entre diferentes seres vivos. Na verdade, a Iluta
ardilosamente armada pelo homem entre fungos e bactérias tem salvado mais vidas

do que as guerras tém sido capazes de dizimar.

Desde o seu aparecimento sobre a Terra, o homem tem na agressao de
outros seres vivos a sua principal causa de morte. Embora o homem tenha, ha
muito, usado gato para se ver livre de ratos, foi s6 no século passado, com Jenner e
Pasteur, que a idéia de levar o antagonismo bioldégico ao campo microscopico
passou a ser explorada. Ao longo desta linha de trabalho, as primeiras vitorias

colhidas foram as vacinas; a segunda, os antibioticos (RIGATTO, 1994).

Os méritos dos antibidticos ndao se limitam a capacidade de curar ou

reduzir a gravidade de inumeras infecgdes, mas, também, a area da profilaxia.

Em 1928, Alexander Fleming, estudando variantes de estafilococos no
laboratério do St. Mary’s Hospital, observou que um fungo, Penicillum notatum, ao
contaminar uma das culturas, causava lise das bactérias em sua vizinhangca. Como
esse fungo pertencia ao género Penicillum, Fleming deu o nome de Penicilina a
substancia antibacteriana. Desse modo, iniciou-se uma era revolucionaria na
terapéutica que ainda continua até a atualidade (MANDELL e PETRI, Jr., 1996).

Embora uma série de antibidticos tenha sido produzida desde a penicilina,
esta continua sendo muito empregada e muitos derivados de seu nucleo basico,

acido 6-aminopenicilanico (Figura 3.1), sdo produzidos a cada ano.

Foi verificado que os fungos Cephalosporium produzem varios antibiéticos
que possuem uma estreita semelhanga com o nucleo basico das penicilinas, porém
resistentes a beta-lactamase e ativos contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas. Assim, foram desenvolvidos métodos para produgdo em larga escala de
um nucleo comum, acido 7-aminocefalosporanico (Figura 3.1), acarretando, por
consequéncia, producdo de grande variedade de cefalosporinas com diversas
propriedades (JAWETZ, 1998; RANG et al., 1997).
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Acido 6-aminopenicilanico Acido 7-aminocefalosporanico

Figura 3.1 - Estruturas quimicas do acido 6-aminopenicilanico e do acido 7-amino-
cefalosporanico (JAWETZ, 1998).

De acordo com certas caracteristicas, as cefalosporinas se classificam em
compostos da primeira, segunda, terceira e quarta geragdo. Na primeira geracéo,
encontram-se os antibiéticos que iniciaram este grupo, caracterizados por um
espectro de atividade mais estreito do que as cefalosporinas de segunda, terceira e
quarta geragdes. A segunda geracao tem maior atividade contra bactérias entéricas
Gram-negativas, em comparagdo com as da primeira geragéo. As cefalosporinas de
terceira geragdo possuem espectro antibacteriano ainda mais amplo contra as
bactérias Gram-negativas, inclusive contra bactérias resistentes a outras
cefalosporinas, tém relativa estabilidade na presenca de beta-lactamase e sao,
entretanto, menos ativas contra bactérias Gram-positivas. As cefalosporinas de
quarta geracdo, além da eficacia contra bastonetes Gram-negativos, incluindo a
Pseudomonas aeruginosa, possuem eficacia consideravel contra Gram-positivos,
especialmente estafilococos e enterococos. Dentro deste grupo, um dos principais
compostos é a cefpiroma (Figura 3.2) (ROCHA, 1994).

As cefalosporinas de quarta geracédo tém afinidade muito reduzida as
beta-lactamases da classe | (cromossOmicas desreprimida) e maior permeabilidade
atravées da membrana externa bacteriana, quando comparadas com as
cefalosporinas de terceira geragdo. Os aprimoramentos conseguidos com este grupo
deram maior estabilidade contra Enterobacteriaceae e Pseudomonas aeruginosa
mutantes que produzem beta-lactamase cromossémica desreprimida de maneira
constitutiva, isto é, que ndo necessitam mais ser “induzidas” para produzir essas
potentes enzimas (SADER e JONES, 1995).
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Figura 3.2 - Estrutura quimica da cefpiroma (THE MERCK INDEX, 2001).

A atividade antimicrobiana pode ser afetada pela ligagao do farmaco as
proteinas séricas, especialmente quando esta for superior a 95%. A determinacao
da atividade bactericida do soro (SBA) é um importante teste usado para
comparagdo de caracteristicas farmacodindmicas de diferentes agentes
antimicrobianos, pois esta técnica permite a analise da integracdo de caracteristicas
farmacocinéticas do farmaco com fatores antimicrobianos do plasma. Estudos
comparando SBA de antibibticos de amplo espectro contra Staphylococcus aureus e
Enterobacter cloacae mostraram que cefpiroma possui SBA mais potente que
aquela demonstrada por outras cefalosporinas de amplo espectro, tais como
ceftazidima e ceftriaxona (terceira geracgédo). Contra Pseudomonas aeruginosa os
melhores resultados foram conseguidos com ceftazidima e cefpiroma (SADER e
JONES, 1995).

A cefpiroma é um agente injetavel de espectro ampliado, cuja atividade
engloba diversos patdgenos envolvidos nas infec¢des adquiridas em hospitais como
Enterobacteridceas, Estreptococos do grupo viridans, Staphylococcus aureus
metilcilinossensivel e Estafilococos coagulase-negativos. A cefpiroma apresenta,
também, atividade in vitro contra Streptococcus pneumoniae independentemente da
sensibilidade & penicilina. Ela é estavel contra a maioria das beta-lactamases
mediadas pelos plasmideos e cromossomas, com exceg¢ao das enzimas SHV de
espectro ampliado, mediadas pelos plasmideos (WISEMAN e LAMB, 1997).

A cefpiroma intravenosa na dose de 2 g duas’ vezes ao dia demonstrou eficacia

clinica comparave! aquela da ceftazidima 2 g trés vezes ao dia no



7 CONCLUSOES GERALS
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v' A andlise por espectrofotometria no infravermelho e por espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio, de carbono, juntamente com

espectros de correlacéo, permitiram a caracterizacdo da cefpiroma SQR;

v’ Os métodos cromatograficos em camada delgada, espectrofotometria no
ultravioleta e no infravermelho, cromatografia liquida de alta eficiéncia séo
adequados para a identificacdo da cefpiroma na forma farmacéutica pé para

solugdo injetavel;

v A determinagao quantitativa da cefpiroma na forma farmacéutica p6 para solugao
injetavel, por espectrofotometria na regido do ultravioleta a 271 nm, utilizando
acido cloridrico 0,1 M como solvente, demonstrou-se especifico, linear, preciso,

exato, sensivel e robusto;

v A cromatografia liquida de alta eficiéncia, nas condi¢des experimentais
estabelecidas, demonstrou-se especifica, linear, precisa, exata, sensivel e
robusta para quantificagdo da cefpiroma na forma farmacéutica p6 para solugao

injetavel;

v' O ensaio microbiolégico, método difusdo em agar - cilindros em placa, nas
condicdes experimentais estabelecidas, demonstrou especificidade, linearidade,
precisdo, exatiddo e robustez para quantificacdo da cefpiroma na forma

farmacéutica po para solucgéo injetavel;

v A comparagao dos meétodos propostos para determinacdo quantitativa da
cefpiroma na forma farmacéutica p6é para solugéo injetavel ndo apresentaram

diferencgas estatisticamente significativas;

v’ O estudo preliminar de estabilidade da cefpiroma na forma farmacéutica p6 para
solugdo injetavel, apds a sua reconstituicdo, mostrou instabilidade do farmaco a
temperatura de 40 °C e luz UVC-254 nm;
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v’ Os resultados obtidos na avaliacdo da cinética de estabilidade térmica indicam
tratar-se de uma reagdo de primeira ordem; a velocidade de degradacédo de
cefpiroma em solucdo aquosa (50 mg/ml) foi de 0,0137 horas™ e o tempo de vida
util de 7,6 horas;

v’ Os resultados obtidos na avaliacdo da cinética de estabilidade fotoquimica
indicam tratar-se de uma reacao de primeira ordem; a velocidade de degradagéo
de cefpiroma em solucdo aquosa (0,6 mg/ml) foi de 0,0102 minutos™ e o tempo

de vida util de 10,20 minutos;

v 0 produto de degradagéao isolado, oriundo da estabilidade térmica, denominado
como PDT 1, foi identificado, por espectroscopia de ressonancia magnética
nuclear, espectroscopia na regido do infravermelho e espectroscopia de massa,
como sendo um sal duplo de sulfato de ciclopenteno-piridina, com nome quimico

de sulfato de 6-7-diidro-5H-ciclopenta[b]piridinium.
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