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QUANTIFICATION OF BETA-LACTAM ANTIBIOTICS IN VETERINARY DRUGS: AMOXICILLIN AND AMPICILLIN
DETERMINATION BY HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY. This work focused on the development and
validation of an RP-HPLC-UV method for quantification of beta-lactam antibiotics in three pharmaceutical samples. Active principles

analyzed were amoxicillin and ampicillin, in 3 veterinary drugs. Mobile phase comprised 5 mmol L' phosphoric acid solution at
pH 2.00, acetonitrile with gradient elution mode and detection wavelength at 220 nm. The method was validated according to the
Brazilian National Health Surveillance regulation, where linear range and linearity, selectivity, precision, accuracy and ruggedness
were evaluated. Inter day precision and accuracy for pharmaceutical samples 1, 2 and 3 were: 1.43 and 1.43%; 4.71 and 3.74%; 2.72
and 1.72%, respectively, while regression coefficients for analytical curves exceeded 0.99. The method had acceptable merit figure

values, indicating reliable quantification. Analyzed samples had active principle concentrations varying from -12 to +21% compared

to manufacturer label claims, rendering the medicine unsafe for administration to animals.

Keywords: beta-lactam antibiotics; HPLC; method validation.

INTRODUCAO

Um medicamento veterindrio € definido como toda e qualquer
substancia que se aplica ou se administra a qualquer animal, para fins
terapéuticos, profildticos ou de diagndstico, ou mesmo para modificar
as fungdes fisioldgicas, de comportamento ou como promotor de cresci-
mento.! Devido & grande aplicagio dessa classe de drogas na medicina
veterindria e humana, a andlise de formulacdes farmacéuticas, bem
como a de fluidos biolégicos para o monitoramento de sua biodisponi-
bilidade, perfil farmacocinético e eficiéncia, € de extrema importancia.
Além disso, métodos analiticos especificos se fazem necessdrios para
o controle de qualidade das formulacoes farmacéuticas.?

O emprego desses medicamentos para tratamento de animais €
permitido e benéfico, mas deve ser utilizado com responsabilidade,
ja que seu excesso pode provocar a presenca de residuos em tecidos
animais destinados a produgdo de alimentos, ocasionando riscos
a saide humana. Isto ocorre quando o emprego do produto nio
observa as Boas Préticas de Uso de Medicamentos Veterindrios,
isto €, o uso oficialmente recomendado ou autorizado, incluindo os
periodos de suspensdo do tratamento em condi¢des praticas, apro-
vados por autoridades nacionais. Por isso, a presenca de residuos
de medicamentos veterindrios em alimentos de origem animal vem
sendo monitorada pelos 6rgdos governamentais responsdveis pela
saude publica, fortalecendo a garantia da seguranca alimentar, com
consequente diminuigdo da preocupacio dos consumidores. Assim,
o monitoramento da concentracdo do principio ativo presente na
formulagdo farmacéutica torna-se de suma importincia, pois garante
que as quantidades adequadas estdo sendo administradas e que a
finalidade ao qual € destinado serd atingida.'

Nos ultimos anos, o Brasil elevou significativamente seu fatu-
ramento no mercado veterindrio através da venda de medicamentos
como antimicrobianos, antiparasitrios, entre outros. Os antimicro-
bianos, incluindo os antibidticos, tiveram um aumento de 53,8 % no
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faturamento em apenas 4 anos.> Por outro lado, o Brasil € o pais que
mais exporta carne bovina e, atualmente, o mercado de exportagio
nacional estd submetido a uma fiscalizagdo rigorosa, por parte de
drgdos internacionais de controle e dos proprios paises importadores,
quanto a presenca de residuos de medicamentos veterindrios nos
alimentos de origem animal.* Devido a estes fatos, faz-se necessério
o desenvolvimento de métodos analiticos capazes de realizar o moni-
toramento das formulagdes farmacéuticas comercializadas.

Os antibi6ticos sdo substancias quimicas produzidas sintetica-
mente, ou através de microorganismos, que destroem (bactericidas) ou
inibem o crescimento de outros microorganismos (bacteriostatico).?
Os antibidticos podem ser diretamente txicos ou tornar resistentes
os agentes patologicos humanos através de transferéncia genética,
representando um possivel risco a saide humana, além de que,
podem produzir reacdes de hipersensibilidade alérgica. A classe de
antibidticos beta-lactamicos € constituida por uma ampla variedade
de moléculas e atualmente tem grande destaque no emprego em
medicina veterindria.*

Os compostos beta-lactamicos consistem em uma classe de
antibidticos que inclui derivados de penicilinas (Figura 1), ce-
falosporinas, monobactamicos, carbapenémicos e inibidores de
beta-lactamases.’ Estes antibiéticos agem pela inibi¢ao da sintese da
camada de peptideoglicano, um mondémero importante para a inte-
gridade da estrutura da parede celular das bactérias, especialmente
em organismos Gram-positivos.* Tal processo ocorre pela interagao
do anel beta-lactimico do antibidtico com proteinas denominadas
PBPs (do inglés, Penicillin Binding Protein), inibindo a enzima
envolvida na transpeptidagdo, responsavel pela ligacdo entre as
cadeias de tetrapeptideos do peptideoglicano. Mais especificamente,
os antibidticos beta-lactdmicos inibem a enzima D-alanil-D-alanina
transpeptidase, interrompendo a sintese da parede bacteriana. Com
isso, hd o impedimento da formagao das ligacdes entre os tetrapep-
tideos de cadeias adjacentes de peptideoglicano, ocasionando uma
perda na rigidez da parede celular.’

Nas ultimas duas décadas a andlise de penicilinas tem sido rea-
lizada em diversas amostras, como farmacos, matrizes bioldgicas e
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CHs 99% foram amoxicilina (Fluka Analytical, Alemanha) e ampicilina

s (Sigma Life Science, India). As solugdes de trabalho com concentra-

o ¢oes de 100 pg mL! foram preparadas diariamente pela dissolugdo
dos padrdes em uma mistura de 4gua:acetonitrila 90:10 (v/v). Para

Amoxicilina Ampicilina

Figura 1. Estruturas quimicas de alguns antibidticos pertencentes a classe
das penicilinas, focadas neste trabalho

meios de cultura de fermentac@o.? Diversas técnicas analiticas tém
sido utilizadas nestas andlises, tais como: eletroforese capilar - com
detecgdo por espectrometria de massas, fluorescéncia e absor¢do
de radiagdo UV-visivel;*!! métodos espectrofotométricos;'>'* cro-
matografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) - com detec¢do por
fluorescéncia, espectrometria de massas e por absorcio de radiacio
UV-visivel,'>3 sendo a dltima o método mais utilizado.?

Samanidou et al.'® demonstraram a possibilidade do uso de cro-
matografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa com deteccio
por arranjo de diodos (DAD) para a detec¢do das penicilinas em for-
mulagdes farmacéuticas de uso veterindrio e em plasma bovino. Foi
utilizada uma coluna Perfectsil ODS-2 (250 x 4 mm, 5 um) como fase
estaciondria, uma soluc@o de acido trifluoroacético 0,1% (v/v) como
fase mével aquosa (FM A) e uma mistura ACN:MeOH (90:10 v/v)
como fase mével organica (FM B), com elui¢éo no modo gradiente. O
método apresentou boa detectabilidade (LOD variando de 3a25ng) e
exatiddo (avaliada por recuperacdo das penicilinas do plasma bovino
com valores de 85,7 a 113,5%). Cione et al.* também utilizaram CLAE
para a determinagdo de ampicilina em medicamento em p6 liofilizado,
obtendo exatidao média por recuperacdo de 99,41 %, através de dilui-
¢do em solucdo aquosa pH 3,0, separacdo em coluna X-Terra RP 8 e
fase mdvel composta portampao fosfato de potéssio dibasico pH 3,7 e
metanol nas propor¢des 80:20 (v/v) com elui¢io no modo isocratico.

Outras técnicas analiticas também sdo empregadas como descrito
por Ma et al.,** que utilizaram a capacidade de intera¢@o das penicili-
nas com o complexo Ag(IIl)-luminol e inje¢ao em fluxo com detecgao
por quimiluminescéncia para analisar formula¢des farmacéuticas,
obtendo recuperagdes entre 103-105 % para amoxicilina e 100-106 %
para ampicilina. A inje¢do em fluxo também foi utilizada por Freitas
et al*' para determinar amoxicilina em formulagdes farmacéuticas,
com detec¢do espectrofotométrica do produto formado pela reacio
de diazotiza¢@o da o-nitroanilina com amoxicilina em meio alcalino,
obtendo limite de detec¢do de 5,1 mg L' e boa precisdo, com desvio
padrio relativo inferior a 3,9 %. Outra técnica analitica recentemente
empregada por Ghoulipour et al.** para determinar penicilinas em
formulacdes de cdpsulas e suspensdes foi a cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia, possibilitando limites de quantificagio para
amoxicilina e ampicilina de 14,5 e 7,5 ng e recuperagdes de 99,99 e
100,43 %, respectivamente.

Neste trabalho usou-se CLAE para separacio e quantificagdo de
antibioticos da classe beta-lactimicos em medicamentos veterinarios,
a fim de verificar a real concentracéio destes farmacos na matriz em
estudo. Selecionou-se a técnica de CLAE-UV por apresentar sen-
sibilidade adequada para analisar os farmacos na concentra¢do em
que se encontram na matriz selecionada, grande aplicabilidade em
laboratérios de pesquisa e industriais, além de ser uma técnica bem
consolidada, fazendo com que o método desenvolvido e validado
possa ser facilmente empregado em demais laboratdrios.

PARTE EXPERIMENTAL
Materiais, regentes e equipamentos

Os padrdes analiticos dos farmacos estudados com pureza de

o preparo das fases moveis foram utilizados: acetonitrila, com
grau de pureza CLAE, obtida da Tedia (Farfield, USA) e solugdo
aquosa de dcido fosférico 5 mmol L' em pH 2,00 (Mallinckrodt,
Xalostoc, México). Todas as solugdes aquosas foram preparadas
com dgua deionizada pelo sistema MilliQ (Millipore - Bedford,
MA, USA). As amostras foram dissolvidas em diversos solventes,
a fim de determinar o melhor solvente para realizar a extragcdo do
principio ativo da matriz farmacéutica. Os solventes utilizados
foram dgua Milli-Q, acido férmico (Carlo Erba, Itdlia), acetonitrila
(Tedia, Farfield, USA), isopropanol (Tedia, Farfield, USA), metanol
(Tedia, Farfield, USA) e acetato de etila (LabSynth, Diadema, SP,
Brasil).

As amostras de medicamento contendo ampicilina foram pre-
paradas pela simples dissolu¢do do medicamento em dgua — uma
vez que se apresentavam sob a forma de pd. Ja as amostras de
medicamento contendo amoxicilina, que se apresentavam sob a
forma de um veiculo oleoso, foram preparadas pela dissolucio do
medicamento em 50 mL de dcido férmico 0,1 mol L. Este solvente
foi empregado na extrag¢do da amoxicilina devido ao conhecimento
sobre solventes efetivos na extragdo de farmacos em matrizes far-
macéuticas oleosas, obtido em um prévio estudo de solubilidade.
As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 60 rpm e entio
100 pL da fase aquosa foram diluidos em dgua, resultando em uma
concentracdo final de 25 ug mL"'.

No preparo de amostras, empregou-se um Agitador de Solucdes
AP 52 tipo vértex da Phoenix Luferco e uma centrifuga Rotofix
32A da Hettich Zentrifugen, para melhor homogeneizagdo das
solugdes.

Analise por CLAE

Para as andlises cromatogréficas, utilizou-se um cromatégrafo a
liquido modelo Shimadzu Proeminence, com detector por absorcio
de radiacdo ultravioleta com arranjo de diodos (UV DAD) Shimadzu
SPD-M20A - Photodiode array detector, com bombas reciprocantes
LC-20AT. Usou-se uma coluna com fase estaciondria octadecilsila-
no, modelo ACE C18 (Advanced Chromatography Technologies,
Aberdeen, UK), com as dimensées 150 mm X 4,6 mm e tamanho de
particula de 3 pm.

Ap6s desenvolvimento do método de andlise foram selecionadas
as condic¢des 6timas para a separac¢do cromatografica dos 2 antibi6ti-
cos, como: fase mdvel aquosa composta por soluc@o de dcido fosférico
5 mmol L' pH 2,00 (FM A); fase mével orgénica: acetonitrila (FM
B); vazao da FM: 1 mL min'; modo de eluicao em gradiente (em %
FM B): 0 min — 0%; 6 min — 30%; 11 min — 70%; 18 min — 0%; 25
min — 0%; comprimento de onda de deteccdo: 220 nm; coluna ACE
(fase estacionaria C18).

Para o preparo da fase mével otimizada, preparou-se 900 mL de
uma solucgdo de dcido fosférico, através da dilui¢do de 300 pL de
dcido fosférico concentrado em 900 mL de dgua, sendo esta a fase
movel aquosa. O pH da solucéo foi ajustado para 2,00 com dcido
fosférico concentrado, com auxilio de um pHmetro. A fase mével
organica foi apenas filtrada em um sistema de filtracdo a vdcuo com
filtro de membrana de politetrafluoretileno com poros de 0,45 um
(Sartorius, Alemanha), procedimento que também foi realizado com
a solucdo aquosa, porém com membrana de celulose com poros de
0,45 pm (Schleicher & Schuell, Brasil). Ambas as solu¢des foram
estocadas em frascos de vidro e armazenadas a temperatura ambiente,
ao abrigo de luz.
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Validacio do método analitico

A validacdo do método analitico constitui o primeiro nivel de
garantia da qualidade em um laboratério. Um método € conside-
rado validado se atende as especificagdes da legislagdo vigente.
Para técnicas analiticas cromatogréficas em farmacos e matrizes
bioldgicas, a validag@o € regulamentada no Brasil pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), segundo a Resolucao
n°® 899, de 29 de maio de 2003, e exige que os seguintes parame-
tros, ou figuras de mérito, sejam satisfeitos na andlise de formacos:
especificidade (seletividade), faixa linear, linearidade, precisdo e
robustez."*** Esse processo de validagdo do método analitico é fun-
damental para confiabilidade do resultado obtido e tem primordial
interesse no ramo farmacéutico devido ao grande impacto de uma
possivel falha de produg¢io.* O método foi validado com o uso de
medicamentos contendo os principios ativos de interesse, fazendo
com que as figuras de mérito obtidas fossem mais fidedignas. Tais
principios sdo comumente encontrados sob a forma de suspensio
injetavel ou em po soldvel.

Linearidade

A linearidade demonstra que o método fornece resultados pro-
porcionais a concentragdo do analito na amostra, dentro da faixa
linear da curva analitica de, no minimo, 5 concentragdes diferentes,
expressada pelo coeficiente de correlacio (r), que deve ser maior que
0,99. J4 a faixa linear € a faixa de concentrac¢@o na qual a sensibili-
dade se mantém constante, sendo derivada normalmente do estudo
da linearidade e depende da aplicacdo pretendida. Em um ensaio
para determinagdo quantitativa do analito em matérias-primas ou
em formulagdes farmacéuticas, o alcance deve ser de 80% a 120%
da concentragio tedrica do teste.'*

A linearidade do método foi avaliada pela construcdo de curvas
analiticas com solugdes de padrao em solvente em diferentes concen-
tracdes, em triplicata, através do método do padrao externo.

Seletividade

A fim de determinar se o método desenvolvido era seletivo,
submeteram-se 0s compostos analisados a condicdes de estresse, tais
como dissolucdo dos padrdes em solucdo dcida, basica, oxidante e
em solugio aquosa sob aquecimento. O objetivo deste procedimen-
to era provocar a degradacio dos padrdes e, assim, determinar se
algum produto de degradacio poderia coeluir com algum composto
durante a andlise cromatogréfica. O método € considerado seletivo
nas condi¢des em que ndo hd coeluicdo entre os analitos e qualquer
produto de degrada¢do formado, sendo entdo apenas necessdria a
comparacdo entre os perfis cromatograficos das amostras analisadas
para avaliacdo da seletividade.

As andlises foram realizadas em intervalos de 1 h e 24 h apds o
preparo das solugdes e os cromatogramas, obtidos para as andlises em
cada intervalo de tempo, foram comparados para verificar possiveis
coeluicdes entre os analitos.

Precisao intra e inter-dias

A precisdo envolve 3 niveis: repetibilidade, ou seja, resultados
semelhantes efetuados por um mesmo analista em um mesmo
instrumento dentro de um curto periodo de tempo; precisdo inter-
medidria, que € a concordancia entre resultados obtidos em dias
diferentes; e reprodutibilidade, que avalia resultados de diferentes
laboratoérios."** 4 De acordo com a ANVISA, o coeficiente de va-
riacdo deve ser menor que 5% para que o método seja considerado
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preciso, enquanto que, de acordo com a Farmacopéia Britinica,*®
deve ser menor que 1%.

As solucdes empregadas na determinagdo da precisdo do método
foram obtidas através do preparo de uma soluc¢ao-estoque contendo
o medicamento, para posterior dilui¢do, gerando a solucdo de traba-
lho. No caso da ampicilina, dissolveu-se 25,0 mg de principio ativo
contido no medicamento em 100 mL de dgua deionizada. As solucdes
de trabalho foram preparadas através da dilui¢do da solugio-estoque,
de modo que se obtivesse uma concentragdo igual & metade da faixa
linear determinada pela curva analitica (25 ug mL™"). Ja para a vali-
dacdo do método para quantificacdo da amoxicilina, preparou-se a
solugdo-estoque dissolvendo-se 0,833 mL do medicamento em 50
mL de dcido férmico 0,1 mol L, seguido de centrifugacdo por 10
minutos a uma velocidade de rotacio de 60 rpm e, entdo, diluicdo
de uma aliquota de 100 pL em 10 mL de dgua, produzindo-se uma
solugdo de trabalho de 25 pug mL".

Exatidao

A exatiddo resulta tanto de erros aleatdrios quanto sistemadticos,
porém, sendo o primeiro dificilmente mensurdvel, a exatidao € dire-
tamente relacionada a erros sistemdticos, que podem ser identificados
e eliminados. Para avaliar a exatiddo de um método analitico podem
ser usados materiais de referéncia, realizar comparacio entre méto-
dos, fazer ensaios de recuperacio ou construir curvas analiticas pelo
método da adi¢do-padrao.*+’

Ap6s a avaliag@o da precisdo do método, foi realizada a andlise
da exatidao do mesmo. Inicialmente, optou-se pelo método do
padrao externo, devido ao menor tempo requerido para execugao
do mesmo. Assim, prepararam-se em triplicata solu¢des contendo
25 pg mL! de ampicilina, sendo que destes, 36% eram oriundos do
principio ativo presente no medicamento e 64% do padrio analitico
e vice-versa.

A porcentagem de analito recuperada foi calculada através da
relacdo entre a concentragdo experimental encontrada na andlise e a
concentracio tedrica obtida a partir da fortificagdo com padrio, em
termos de porcentagem (Equacdo 1).

concentragdo média experimental
concentragdo tedrica

Exatiddo=R = x 100 (1)

Entretanto, devido a presenca de efeito matriz (dados ndo apre-
sentados), obtiveram-se valores de recuperagdo fora da faixa consi-
derada vilida (entre 95% e 105% da concentragdo). Deste modo, foi
necessdria a quantificagdo da ampicilina na formulacdo através da
técnica da adi¢do de padrdo.

Assim, prepararam-se, em triplicata, cinco solu¢des contendo o
analito proveniente do medicamento em questdo na concentragdo de
20 ug mL™! (o que equivale a 80% do valor do ponto médio da curva)
e o padrdo nas concentragdes de 0, 10, 20, 30 e 40% com relacdo
ao mesmo ponto, a fim de que todas as concentracdes estivessem
contidas na faixa linear da curva de trabalho — entre 20 e 30 ug mL".
As adigdes de padrio foram feitas a partir de uma solucio estoque
de ampicilina de concentra¢do 100 ug mL™". A exatidao foi expressa
através do CV entre as concentragdes obtidas na determinacdo dos
trés gréficos, devendo ser igual ou inferior a 5 %.

Como havia grande possibilidade do medicamento contendo a
amoxicilina também apresentar efeito matriz, devido as semelhangas
estruturais dos dois compostos, optou-se por realizar a avaliacio
da exatiddo deste analito diretamente pelo método da adigdo de
padrdo, seguindo o mesmo procedimento citado anteriormente para
a ampicilina, porém com uma solu¢@o estoque de amoxicilina na
concentracdo de 2000 ug mL™".
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Robustez

Para avaliacdo da robustez foram realizadas pequenas variacdes
em alguns pardmetros do método e consequente influéncia nos resul-
tados. Mais especificamente, em CLAE, essas variagdes podem ser
oriundas de mudangas de pH, composicao, natureza e fluxo da fase
movel, temperatura da coluna entre outros. A avaliacio destas figuras
de mérito sdo necessdrias para o analista ter conhecimento sobre quais
parametros de andlise devem ser cuidadosamente controlados, a fim
de evitar varia¢oes nos resultados.*

A robustez do método foi avaliada segundo o teste de Youden.*’
Trata-se de um teste que permite ndo s6 avaliar a robustez do méto-
do, como também ordenar e classificar a influéncia de cada uma das
variagdes nos resultados finais.

Foram selecionados sete fatores ou condi¢des para as quais a
introdugdo de pequenas variagdes poderia afetar os resultados da
etapa de preparo de amostra e do método cromatogréfico, mas sem
descaracterizar os principios gerais de extracdo dos analitos, sepa-
racdo cromatografica ou deteccdo. (Tabela 1). Posteriormente, oito
ensaios foram estabelecidos através da combinagdo dos sete fatores
selecionados (Tabela 2), seguindo as orientagdes do INMETRO.*

O preparo das amostras foi realizado pesando-se o medicamento
em balanga analitica de forma a obter 25,0 mg de principio ativo e
entdo dissolvendo-os em 100 mL de dgua deionizada ou em 100 mL
de uma mistura de H,O:ACN (95:5 v/v). Cada amostra foi dividida em
duas partes e uma delas permaneceu em ultrassom por 15 minutos. As
solugdes de trabalho foram preparadas através da diluicio da solugdo-
-estoque, para obten¢ao de solugdo com concentragio igual a metade da
faixa linear determinada pela curva analitica (25 pg mL™"). Tais amostras
foram preparadas e analisadas em duplicata e em ordem aleatdria.

As respostas avaliadas pela matriz elaborada para cada um dos
ensaios foram as dreas dos picos cromatograficos (Tabela 2 - s, t, u, v,
W, X, y e z). Observando-se as linhas da Tabela 2, o efeito da varia¢ao
de cada fator € estimado encontrando-se os quatro resultados corres-
pondentes aos valores positivos e aos quatro resultados negativos e
fazendo-se a diferenca entre as médias dos dois grupos.

Tabela 1. Parametros selecionados para o teste de Youden, com seus valores
nominais e suas respectivas variagdes

R Condicao I
Fator Parametros nominal (+1) Variacao (-1)
A Propor¢ao inicial da FM 0:100 2:98
(ACN: solucdo de H,PO,)

B pH da FM aquosa 2,00 2,20

C Ultrassom para o preparo - 15 min
da amostra

D Solubilizacdo da amostra 0:100 5:95
(ACN: H,0)

E Comprimento de onda de 220 nm 221 nm
deteccio (M)

F Vazao da fase movel 1,0 mL/min 1,1 mL/min

G  Fabricante da Fase Organica Tedia J. T. Baker

(ACN)

Os valores dos efeitos (E) de cada um dos N fatores foram cal-
culados de acordo com a Equac@o 2.4

B, = ZY(H);ZY(—I) o

onde XY (+1) e £Y(-1) representam a soma das respostas dos niveis
(+1) e (-1), respectivamente, e o denominador provém de N/2.
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Tabela 2. Matriz referente a combinagdo dos fatores avaliados para a deter-
minagao da robustez do método

N° do Ensaio
Fator

1 2 3 4 5 6 7 8

A +1 +1 +1 +1 -1 -1 -1 -1
B +1 +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1
C +1 -1 +1 -1 +1 -1 +1 -1
D +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1
E +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1
F +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1
G +1 -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1
Resposta S t u v w X y z

(area do pico)

(+): uso da condi¢do nominal; (-): uso da variacdo (Tabela 1).

Os efeitos foram entdo normalizados com relagio a drea média nomi-
nal do(s) pico(s), isto €, aquelas onde foram empregadas somente as
condicdes nominais (Equagao 3).

%E :E?NXIOO% 3)

onde Y € a média dos resultados nominais.
O método € considerado robusto para determinado fator se
-5% < % Ey< +5%.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Inicialmente o método de andlise para separagdo da amoxicilina
(AMO) e ampicilina (AMP) foi desenvolvido pela avaliagdo de di-
versas condi¢des cromatograficas, tais como: natureza da fase mével
organica (metanol e acetonitrila), composi¢do (4cido acético, dcido
férmico e 4cido fosfdrico) e pH da fase moével aquosa selecionada
(4cido fosforico, nos pHs 2,0 a 4,5), gradiente de fase mével, vazao
da fase movel, fases estaciondrias (fenil e octadecilsilano) e dimen-
sdes da coluna cromatogréfica e respectivos tamanhos de particulas
de fase estaciondria (dados ndo apresentados). As condi¢des 6timas
de separag@o foram obtidas através da avaliagdo de parametros cro-
matograficos, como resolugéo entre pares de picos (minimo de 1,5)
e eficiéncia, bem como tempo de andlise (Figura 2). Assim, usando
tais condigdes, foram obtidos valores de resolugdo de 4,11 para os
pares de picos da AMO e AMP.

A validagdo demonstra que o método € adequado ao uso preten-
dido e € fundamental quando decisdes importantes sdo baseadas nos
resultados obtidos pelo mesmo. A validacdo € uma boa oportunidade
de identificar os pontos fortes e fracos do método e, uma vez conclu-
ida, considera-se o mesmo consolidado e adequado ao seu proposito,
gerando resultados confidveis e podendo ser reproduzido em outros
laboratdrios com garantia da qualidade dos dados gerados. Devem ser
considerados vdrios fatores quando a validacao € feita, como maximo
nivel de residuo, toxicidade, grau de automagdo do método, custos,
tamanho da amostra, analitos e matrizes.

Valida¢ao do método para analise de medicamentos contendo
ampicilina

Iniciou-se a valida¢do do método para quantificagdo do farmaco
ampicilina, usando uma formulag@o injetdvel, aqui denominada de
medicamento 1, o qual € apresentado em ampola de vidro com 2 g de
ampicilina sédica em p6é e uma ampola com 10 mL de dgua destilada,
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Tabela 3. Avaliacdo da repetibilidade e precisdo intermedidria do método cromatogréfico para a andlise de ampicilina no medicamento 1
Repetibilidade Precisdo intermedidria

Concentra¢do nominal Concentra¢ao experimen- CV (%) Concentragdo nominal Concentragdo experimen- CV (%)
(ng mL") tal (ug mL)* (ng mL™") tal (ug mL")**
25 21,86 0,22 0,99 25 21,65 +0,31 1,43
Curvas analiticas™** y = 23454x + 8072; y =21993,8x + 17050,8; y =22182,1x + 16897;

R?=0,99566 R?=0,99374 2=0,99616

*n = 6. **n = 12. #**Ag curvas analiticas sdo representadas pela equacdo da reta: y = ax + b, onde: y € a drea do pico cromatografico; x € a concentragdo do
analito; a € a inclinagdo da reta; b € o intercepto da reta com o eixo y; R € o coeficiente de regressdo linear da curva.

180
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160
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120 4 AMP
100
80
60

40 4
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Lf‘/\___

T T T T
0 5 10 15 20 25
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Figura 2. Separagdo dos antibioticos beta-lactamicos amoxicilina (AMO)
e ampicilina (AMP) por CLAE. As solugdes analisadas foram preparadas
através da dissolugdo de padrdo analitico em solvente, resultando em solugoes
de 25 1g mL". Todas as demais condigdes cromatogrdficas estdo descritas na
parte experimental deste estudo

para dissolucdo. Este medicamento ¢ indicado para tratamento de
infecgOes respiratdrias de aves, gatos e coelhos, infec¢des gastroin-
testinais, infec¢Oes urindrias, entre outras, nos quais os antigenos
sejam sensiveis a ampicilina. Avaliou-se primeiramente a precisao
do método, seguindo as especificagdes da ANVISA para métodos
analiticos.! Desta forma, a preciséo foi determinada em dois niveis:
repetibilidade e precisdo intermedidria.

Avaliou-se a repetibilidade do método através da variagdo das
areas dos picos cromatograficos observados na andlise de seis amos-
tras com mesma concentragdo. Apés construgio da curva analitica
para o farmaco ampicilina pelo método do padrdo externo, a precisao
foi determinada pela andlise de uma solu¢do do medicamento 1 - em
replicata e no mesmo dia - contendo 25 pug mL" do farmaco. A partir
das areas dos picos cromatograficos e da equagdo da reta da curva
analitica, calculou-se a concentragdo do analito em cada andlise e entdo
foi obtido o coeficiente de variagio (CV) do método, que demonstra se
0 mesmo apresenta repetibilidade aceitdvel (Tabela 3). De acordo com
a ANVISA, o CV deve ser menor que 5%, enquanto que, de acordo
com a Farmacopéia Britinica,”® deve ser menor que 1%. Desta forma,
considera-se que o método apresenta precisdo intra dia adequada, ja
que foi obtido um CV de 0,99% para as 6 andlises realizadas.

Da mesma forma, foram feitas andlises cromatograficas de
amostras recém-preparadas em dois dias diferentes e ndo consecuti-
vos para determinar a precisio interdia do método. Para cada dia foi
construida uma curva analitica pelo método do padrao externo a fim
de tornar os dados de precisdo mais confidveis, pois, dessa forma,
a determinacdo da concentragdo do analito fica menos suscetivel a
erros sistemdticos e aleatérios. A cada dia de andlise as amostras

foram preparadas da mesma forma que na andlise de repetibilidade,
porém as andlises foram feitas em triplicata. No final do terceiro dia,
agrupou-se os valores de concentracdo do farmaco calculados nos 3
dias de andlise e calculou-se 0 CV da média das concentracdes (Tabela
3). Como o CV obtido foi inferior a 5%, considera-se que o método
também ¢ preciso em nivel intermedidrio e, entdo, averiguou-se a
exatiddo do mesmo.!

A exatiddo do método foi avaliada através de testes de recupera-
¢do. Assim, expressou-se a exatiddo através do coeficiente de variagdo
entre as recuperacdes obtidas nas replicatas dos dois conjuntos de
amostras, seguindo um critério de aceitacdo: 95 % <R < 105 % e
CV <5 %, segundo a Equag@o 1.

Construiram-se graficos relacionando as concentragdes dos pa-
drdes e as respectivas dreas obtidas. O ponto onde a reta corta o eixo y
corresponde a drea do pico do analito na amostra, sem qualquer adicéo
do padrdo.” A extrapolagio da reta define, no eixo x, a concentracdo
do analito na amostra. A exatiddo foi expressa através do CV entre
as concentracdes obtidas na determinagdo dos trés graficos, devendo
ser igual ou inferior a 5 %. Os valores de recuperacio encontrados
estdo contidos na Tabela 4.

Tabela 4. Concentracdes e recuperagdes obtidos para as solu¢des com maior
e menor porcentagem de ampicilina proveniente do medicamento 1, respec-
tivamente, através do método do padrio externo

Chrea/ g mL~! Cp/ ug mL! % Rec

13,99 10,9 120,68

10,1 112,76

10,5 116,91

Média 10,5 116,78
SD 0,36 3,96
CvV - 3,39

7,87 18,9 117,87

21,1 131,56

21,0 130,98

Média 20,3 126,81
SD 1,24 7,74
Ccv - 6,10

C,1.q= Concentragido de ampicilina proveniente do medicamento; C,,,= Con-
centragdo de ampicilina proveniente do padrio analitico; % Rec = Porcentagem
de recuperagdo; SD = Desvio padrdo; CV = Coeficiente de variagao.

Neste primeiro experimento, as recuperagdes obtidas ultrapassa-
ram o limite mdximo permitido (105%) e, portanto, o medicamento
apresenta efeito matriz e sua quantificagao somente pode ser efetuada
pelo método de adi¢do de padrdo.

Para a adicdo de padrdo, foram preparadas amostras de me-
dicamentos em triplicatas contendo 0 a 8 ug mL"' do padrio de
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Tabela 5. Avaliacio da exatidao do método cromatogréfico para a andlise de ampicilina no medicamento 1
- Concentracdo nominal ~ Concentragdo experimental
*
Curvas analiticas (ug mL") (ug mL1)** CV (%)
y =23145x + 411578; y =23643x + 409065; y =23119x + 408562; 20 17,58 0,25 1,43

R?=0,9979 R?=10,9965 R?=10,9966

*As curvas analiticas sdo representadas pela equagdo da reta: y = ax + b, onde: y € a drea do pico cromatografico; x € a concentragdo do analito; a € a inclinagdo
da reta; b € o intercepto da reta com o eixo y; R%: € o coeficiente de regressédo linear da curva. **n = 3.

ampicilina, com incrementos de 2 pg mL'. Assim, a concentragdo
do farmaco na amostra original foi determinada pela extrapolacdo
da curva analitica ao eixo x e o CV foi calculado a partir da média
das trés concentracdes obtidas. Concomitantemente, o valor médio
das concentragdes experimentais foi comparado com a concentragiao
tedrica para cdlculo da recuperacio, observando-se CV < 5%, o que
define o método como exato (Tabela 5). A concentragdo de principio
ativo encontrada no medicamento estd cerca de 12,6% abaixo do valor
nominal de 20 pg mL"' — definido pelo preparo da amostra. Como a
bula do medicamento indica que o mesmo apresenta concentragcao
total do farmaco de 200.000 ug mL"!, a concentragio real € de apro-
ximadamente 175.854,9 ug mL"'. Este dado corrobora com o valor
obtido anteriormente na etapa de precisdo, sendo aproximadamente
12,1 % abaixo do valor esperado.

A avaliacdo da robustez nao ¢ sempre realizada em processos
de validagdo devido a sua complexidade e falta de protocolos bem
estabelecidos. Embora tal avaliacio ainda ndo seja obrigatdria na
validagdo de um método, alguns 6rgdos (como o FDA — the US
Food and Drug Administration)* a exigem para o registro de novos
medicamentos.*” Assim, aplicou-se o teste de Youden para avaliar a
robustez do método analitico para a determinagdo de ampicilina no
medicamento 1.7 O método € considerado robusto para determinado
fator se -5% < %E, < +5% (Equagido 3). A Tabela 6 mostra que o
método € robusto para cinco dos sete parametros avaliados. Desta
forma, pequenas alteracdes: a) na proporgao inicial da fase mével
organica em relacdo a fase mével aquosa; b) no pH da fase mével
aquosa; ¢) no solvente usado para solubilizacdo da amostra; d) no
fabricante da fase modvel orginica; ¢) no uso de ultrassom para o
preparo da amostra, ndo influenciam consideravelmente os resultados
obtidos nas andlises. No entanto, pequenas altera¢des no comprimen-
to de onda de deteccdo e na vazdo da fase mével apresentam uma
maior influéncia na qualidade dos resultados obtidos, sendo entdo
necessdrio controlar mais rigorosamente tais pardmetros. Como o
modo de elui¢do cromatografica € feito por gradiente, o controle da
vazdo da fase mével € critico para que a retengdo da ampicilina ndo
seja apreciavelmente alterada e a linha de base permaneca estdvel
ao longo de toda andlise. J4 a altera¢do do comprimento de onda foi
responsdvel por uma grande variacdo na drea do pico, entretanto,
aliado a variag@o de outros parametros, o valor final de E ultrapassou
apenas ligeiramente o limite estabelecido. E importante ressaltar que
o comprimento de onda monitorado (220 nm) representa um compro-
misso entre maior intensidade do pico cromatografico — culminando
em melhor quantificagdo da ampicilina - e seletividade (por menor
detec¢do de interferentes).

Ap6s validagdo do método para quantificagdo do principio ati-
vo ampicilina no medicamento 1, realizou-se nova validacio para

Tabela 6. Valores dos efeitos calculados para cada um dos pardmetros investi-
gados no teste de Youden, na avaliagio da robustez do método cromatografico
para a andlise de ampicilina no medicamento 1

Pardmetro Efeito (%)
Proporcdo inicial da FM (ACN:H,PO,) -2,363
pH da FM aquosa 0,413
Ultrassom para o preparo da amostra 0,144
Solubilizagdo da amostra (ACN: H,0) 1,485
Comprimento de onda () 6,136
Vazao 8,127
Marca da Fase Mével Organica (ACN) 0,740

quantificagdo do mesmo principio ativo em um medicamento de ad-
ministracdo oral, aqui denominado medicamento 2. Sua apresentacio
¢ semelhante ao anterior, em um frasco de vidro contendo 50 g de
poé para reconstituicio em dgua e trata-se de um antibidtico que atua
contra infec¢des em caes, gatos e aves, causadas por bactérias Gram-
negativas sensiveis a ampicilina. O procedimento de validacao foi o
mesmo apresentado para o medicamento 1 e os resultados obtidos
sdo apresentados na Tabela 7.

A exatiddo foi avaliada pela construg@o de curvas analiticas pelo
método da adic@o de padrao, pois assim poder-se-ia determinar dire-
tamente a quantidade de principio ativo presente nesta formulacao,
além de eliminar a possibilidade da influéncia de efeito matriz. A
exatiddo foi expressa através do CV entre as concentracdes obtidas
pelas trés curvas elaboradas, devendo ser igual ou inferior a 5%.

A validacdo feita para o medicamento 2 mostrou que o método €
preciso (nos dois niveis avaliados) e exato, de acordo com as normas
estabelecidas pela ANVISA.! A robustez do método néo foi investi-
gada para o medicamento 2, pois essa figura de mérito ja havia sido
averiguada para o medicamento 1, considerando-se entdo que o método
¢ robusto para cinco das sete varidveis avaliadas. A concentracio de
principio ativo encontrada no medicamento 2 estd cerca de 4,16 %
acima do valor indicado pelo fabricante. Assim, como a concentragao
de ampicilina no medicamento era de 200.000 g mL"!, a concentragao
real de principio ativo na formulagdo ¢ de 208.312,6 g mL".

Validacio do método para analise de medicamentos contendo
amoxicilina

A validacdo do método para quantifica¢cdo de amoxicilina foi
feita pela andlise do medicamento 3, o qual € apresentado como
uma ampola de vidro contendo 100 mL, sendo 15 g de amoxicilina

Tabela 7. Avaliacdo da precisdo e exatiddao do método cromatogréfico para a andlise de ampicilina no medicamento 2

Repetibilidade Precisdo intermedidria Exatidao
C,ea (Hg mL1)* SD CV (%) C,ea (ug mL)** SD CV (%) C,ea (ug mL- Ty SD CV (%)
21,14 0,20 0,95 21,14 1,00 4,71 20,83 0,74 3,54

C ... = concentracdo média do farmaco no medicamento. *n = 3. **n = 12. **¥*n = 3.
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Tabela 8. Avaliacao da precisdo e exatiddo do método cromatografico para a analise de amoxicilina no medicamento 3
Repetibilidade Precisdo intermedidria Exatidao
C s (g ML) SD CV (%) C . (pgmL)* SD CV(%)  C . (ugmLyss SD CV (%)
22,37 0,42 1,70 24,38 0,66 2,72 24,25 0,42 1,72

*n=3.%n =12, ¥ =3,

triidratada e 100 mL de veiculo. Trata-se de uma solucéo injetdvel e
apresentada na forma de veiculo oleoso, usado no controle ou trata-
mento de infec¢des por microrganismos sensiveis a amoxicilina em
bovinos, ovinos, caprinos, suinos, cies e gatos. Apds estudo do melhor
método para extragdo do principio ativo da matriz oleosa, concluiu-se
que a solubilizacdo do medicamento em acido férmico 0,1 mol L™
seguido por diluiciio em dgua era o procedimento mais adequado, ja
que a amoxicilina € altamente soldvel em solugdes dcidas aquosas
(dados ndo apresentados).

A precisdo do método de andlise foi estudada pela construgao
de curvas analiticas usando o método do padrido externo, tal como
citado no item 3.1. J4 a exatiddo foi avaliada pela construcéo de curvas
analiticas pelo método da adi¢do de padrio, que leva a determinacéo
direta da concentracio do analito na amostra, podendo entdo calcular
o coeficiente de variagdo em relacdo a concentracio nominal (Tabela
8). Como os coeficientes de variagdo para a repetibilidade e precisdo
intermediaria do método foram menores que 5%, considera-se o
método desenvolvido preciso para ambos os niveis avaliados.! Da
mesma forma, considera-se o método exato e, como a concentracio
de principio ativo encontrada no medicamento 3 estd cerca de 21,26%
acima do valor indicado pelo fabricante (150.000 pg mL™"), sua con-
centragdo real é de 181.890 ug mL".

A robustez do método ndo foi novamente avaliada para amoxici-
lina, pois as variagdes estudadas na robustez da ampicilina visaram
estimar a contribuicdo de mudancgas sutis no método analitico e
que indicassem possiveis etapas de controle critico na execugio do
método. Com os resultados obtidos, ja foi possivel concluir sobre os
potenciais parAmetros criticos a serem controlados a fim de se obter
resultados precisos, ja que as condi¢des de andlise para este formaco
sdo praticamente as mesmas usadas para a ampicilina.

CONCLUSOES

O método cromatografico desenvolvido e validado para a andlise
quantitativa de ampicilina e amoxicilina em medicamentos veterind-
rios mostrou-se seletivo, preciso, exato e robusto, de acordo com a
legislacdo vigente no Brasil. Além disso, € um método facilmente
aplicdvel em demais laboratdrios de pesquisa e/ou industriais, por
usar uma técnica de andlise amplamente disseminada, ser rapido,
simples, eficiente e com custo moderadamente baixo.

O comércio de medicamentos veterindrios no Brasil tem crescido
nos ultimos anos, porém a fiscalizac@o de tais medicamentos ainda
precisa ser mais rigorosa. O trabalho aqui apresentado mostra que
os 3 medicamentos avaliados apresentam concentracdo do farmaco
diferente do indicado na bula, variando de -12% a +21%. Como a
administragdo de um medicamento com quantidade de farmaco di-
vergente da prescrita pode nio levar ao efeito desejado (no caso da
concentracdo de firmaco abaixo do valor nominal) ou levar a efeitos
téxicos/residuais (quando € verificada concentragdo de farmaco
mais elevada que indicada na bula), esse problema torna-se ainda
mais preocupante no caso de antibidticos, pois sdo farmacos que,
quando administrados de forma errada, podem gerar problemas de
desenvolvimento de resisténcia bacteriana e, caso sejam aplicados em
animais destinados a alimenta¢@o humana, pode levar a ingestao de
residuos do mesmo pelo consumidor, o que demonstra a importancia

do método aqui desenvolvido para verificacdo da quantidade real de
farmaco nos medicamentos veterindrios.
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