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RESUMO

A amoxicilina, substancia relacionada com a penicilina semissintética, tem sido amplamente utilizada
pela populagdo para tratar infecgbes causadas por diferentes microrganismos, entretanto os relatos de
métodos apropriados para a determinagdo quantitativa e indicativa de estabilidade de formulagdes contento
esta substancia sdo raros. Devido a falta de estudos sobre a degradagéo forgada desta substancia e diante da
necessidade de monitoramento da qualidade desse tipo de formulagao, foi proposto e validado um método
indicativo de estabilidade para a determinagdo do conteudo de amoxicilina em cépsulas por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia - CLAE, para o controle de qualidade de capsulas de amoxicilina, possibilitando a
disponibilizacdo de informacdes Uteis quanto as caracteristicas desse tipo de formulacio e de estabilidade da
mesma. O método foi validado para os parametros linearidade, especificidade, exatidao, precisdo e robustez.
Além disso, foi observado que o método apresenta uma adequada estabilidade necessaria a utilizagao do
método.

Palavras-chave: amoxicilina, CLAE, validagao de método.
ABSTRACT

Amoxicillin, substance related to semisynthetic penicillin, has been widely used to treat infections
caused by various microorganisms, however reports of suitable methods for the quantitative determination and
indicative of stability of formulations containing this substance are rare. Due to lack of studies on the forced
degradation of the substance and on the need to monitor the quality of this type of formulation, was proposed
and validated a method for the determination of amoxicillin content in capsules by high-performance liquid
chromatography - HPLC for the quality control of amoxicillin capsules, allowing the provision of useful
information about the characteristics of this type of formulation and its stability. The method was validated for
parameters of linearity, specificity, accuracy, precision and robustness.

Keywords: amoxicillin capsules; HPLC; validation method.
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INTRODUGAO

Os agentes antimicrobianos podem ser
referidos como um dos mais evidentes exemplos
de evolucdo da medicina moderna. Diversas
doencas infecciosas que até entdo eram
consideradas incuraveis ou até mesmo letais,
atualmente, sao passiveis de tratamento e até
mesmo cura devido a existéncia dos mesmos
(Katzung, 2010).

Antibiodticos sdo compostos naturais ou
sintéticos bacteriostaticos, que atuam inibindo o
crescimento, ou bactericidas, que causam a
morte das bactérias. Dentre as classes de
antibioticos existentes destaca-se a dos beta-
lactdmicos, assim denominada em funcdo da
presenca de um anel lactamico (Katzung, 2010).
Estes antibidticos atuam através da inibicao da
sintese de peptideoglicano, um importante
componente para a inte~gridade da estrutura da
parede celular das bactérias (Guimaraes et al.,
2010).

As penicilinas sdo antibidticos
betalactdmicos cuja estrutura quimica é
constituida por um anel tiazolidilico fixado a um
anel betalactamico, responsavel por transportar
um grupo amino secundario, podendo haver
neste a ligacdo de substituintes. Essa ligagéo e o
tipo de substituinte sao responsaveis por
distribuir as penicilinas em trés grupos (as
penicilinas, as penicilinas antiestafilocécicas e as
penicilinas de espectro ampliado) (Katzung,
2010; Guimaraes et al., 2010; Miguel et al., 2013;
Brunton et al., 2012).

A amoxicilina (Figura1) pertence ao grupo das
penicilinas de espectro ampliado e trata-se de
uma ampicilina semissintética susceptivel a
penicilase. Por apresentar concentragdes
plasmaticas 2 a 2,5 vezes maiores que a da
ampicilina e ndo ter sua absor¢ao interferida na
presenca de alimentos, a amoxicilina foi
projetada para o uso oral. O mecanismo de acao
da amoxicilina é através da inibicdo da produgcao
de proteinas da parede celular bacteriana,
afetando, de modo geral, a sintese de
componentes dos peptideoglicanos da parede
celular e com isso causando a lise osmodtica
(Brunton et al., 2013).
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Figura 1. Estrutura quimica da amoxicilina

Apesar de a amoxicilina fazer parte de
diversas monografias farmacopeicas e possuir
métodos  analiticos  distintos para sua
determinagéo (FB, 2010; USP, 2012; BP, 2013;
EP, 2011; JP, 2013), a realizacdo de testes de
degradacao forgada é pouco abordada.

Para o desenvolvimento de um meétodo
analitico a garantia da qualidade dos resultados
obtidos é de fundamental importancia. Segundo
a RE n° 899 de 29 de maio de 2003 da ANVISA,
a validacao deve garantir, através de estudos
experimentais, que o0 método desenvolvido
cumpra as exigéncias das aplicagdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados.
Para tanto, a metodologia deve atender a
critérios  pré-definidos de  especificidade,
robustez, linearidade, precisédo e exatidao,
adequadas a analise (ANVISA, 2003; INMETRO,
2003; HUBER, 2007; ALBANO & RAYA-
RODRIGUEZ, 2015).

Neste contexto, e considerando que a
amoxicilina € um farmaco amplamente utilizado
pela populacdo, este trabalho obijetiva
desenvolver e validar método indicativo de
estabilidade, por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), para o controle de qualidade
de capsulas de amoxicilina e disponibilizar
informagdes Uteis quanto as caracteristicas de
estabilidade da mesma.

PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Materiais
2.1.1 Amostras, Padrao e Reagentes
Foram utilizadas como amostra capsulas
de amoxicilina 500 mg e como padrao

amoxicilina USP com 86,4% de pureza. Utilizou-
se agua ultrapura Milli-Q® da Millipore
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Corporation®. Foram utilizados acetonitrila grau
CLAE, adquirida da Sigma-Aldrich; hidréxido de
potassio e hidroxido de soédio adquiridos da J.T
Baker; fosfato de potassio monobasico, acido
cloridrico 30 % e peroxido de hidrogénio 30 %
adquiridos da Merck.

Foi realizado o peso médio de uma
amostragem de 20 capsulas da amostra. Para o
preparo da amostra foi pesado o equivalente a
um peso médio, sendo diluido em tampao fosfato
de potassio 50 mM pH 5,0 até a concentracao
estimada de 500 pg/mL. Solugdes estoque de
amoxicilina padrao foram preparadas,
individualmente, de quantidade apropriada em
tampao fosfato de potassio 50 mM pH 5,0 de
forma a obter solugdo contendo 1,0 mg/mL.

2.2. Equipamentos e Condi¢bées Cromatograficas

As anadlises foram realizadas utilizando
cromatografo em fase liquida Shimadzu
Corporation da série LC-20AT, com bomba
quaternaria, forno para controle de temperatura,
detector de arranjo de fotodiodos (DAD) e
autoamostrador. Utilizou-se coluna C18 Zorbax
Eclipse Plus Agilent Technologies® (250 x 4,6
mm d.i., 5 ym) mantida a temperatura ambiente.

A aquisicido e a analise dos dados foram
efetuadas pelo programa LC solution Version
1.25. A eluicdo do método foi realizada por
gradiente, a fase mdvel foi constituida de tampao
fosfato de potassio 50 mM pH 5,0:acetonitrila
(98:2; v/v) durante 6 minutos, apds, gradiente
linear por 29 minutos ate a proporcdo tampao
fosfato de potassio 50mM pH 5,0:acetonitrila
(75:25; viv). O fluxo foi de 1,5 mL/min e o
detector de DAD foi ajustado em 230 nm. Para
os estudos de fotdlise, foi utilizada camara de
fotoestabilidade da ATLAS (modelo Suntest CPS
+), equipada com lampada de xendnio, filtro
special window glass (310 nm cut-on) e filtro
solar ID65 (320 nm cut-on). Para avaliagcdo da
estabilidade frente a diferentes temperaturas foi
utilizado estufa ODONTOBRAS 1.5.

2.3. Validagao do Método

O método desenvolvido foi validado nos
parametros de especificidade, linearidade,
preciséo, exatidao e robustez de acordo com as
normas vigentes (BRASIL, 2003; ICH, 2005;

F.BRAS., 2010).

2.3.1 Especificidade

A especificidade do método foi
estabelecida pela determinacdo da pureza dos
picos cromatograficos utilizando detector de
arranjo de fotodiodos em testes de degradacéao
forcada.

Os estudos de degradacdo forcada da
amoxicilina foram realizados a partir da solugao
da amostra 1,0 mg/mL ou 05 mg/mL,
dependendo do ensaio. Para os ensaios de
hidrolise catalisada por acido ou base e para
avaliacdo do efeito da temperatura em &agua,
foram preparadas na concentragédo 1,0 mg/mL de

amoxicilina. Apds o periodo de estresse as
solugdes foram neutralizadas, quando
necessario, e diluidas em tampao fosfato,

utilizado na fase moével, até a concentracdo de
500 pg/mL e analisadas pelo método proposto.
Para o ensaio de oxidagdo a amostra foi
preparada na concentracao de 500 pg/mL em
agua:metanol (90:10; v/v). No ensaio de fotdlise
a amostra foi preparada na concentragao final de
500 pg/mL sendo utilizada agua como diluente.
Para cada condicao foram preparados uma
amostra e um branco, este ultimo, consistiu de
todos os reagentes menos a amostra. Amostras
nao degradadas também foram preparadas na
concentracdo de 500 pg/mL e analisadas no
tempo zero. Todas as solugbes foram mantidas
ao abrigo da luz e a temperatura ambiente (20-
25°C), exceto as expostas a luz e a temperatura,
respectivamente.

As condigdes de estresse utilizadas estéo
descritas a seguir.

Estudos  hidroliticos:  Solugbes de
amoxicilina foram expostas ao HCI 0,1 M a
temperatura ambiente durante duas horas. Os
estudos em condi¢des alcalinas foram realizados
a temperatura ambiente em NaOH 0,005 M
durante vinte horas.

Estudos de temperatura: Para avaliar os
efeitos da temperatura, solugdes da substancia
ativa em agua foram expostas a temperatura de
80 °C durante duas horas.

Estudos  oxidativos: Solugées de
amoxicilina em H,O0, 0,01% foram mantidas a
temperatura ambiente durante 15 minutos.
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Estudos fotoliticos: Esses estudos foram
realizados em cémara de fotdlise equipada com
ldmpada de xendnio, filtro special window glass e
filtro solar ID65, equivalente ao padrao de luz
indireta de interiores, com exposi¢ao entre 320 e
780 nm. Solugdes de amoxicilina 0,5 mg/mL,
acondicionadas em frascos de 10 mL, foram
colocados na camara de fotoestabilidade mantida
a 25 °C e irradiadas com 250 W/m? durante 72
horas. Amostras protegidas da luz também
foram colocadas na camara no intuito de avaliar
possiveis efeitos desta sobre a mesma.

2.3.2 Linearidade

A linearidade do método foi avaliada no
intervalo de 404,29 a 605,22 pg/mL, através de
trés curvas padrdo, com cinco diferentes
concentragdes. A curva padrao foi realizada em
trés dias diferentes. Com as areas meédias dos
cromatogramas obtidos nos diferentes dias, foi
construido um grafico, plotando-se os resultados
das areas versus concentragcdo. Foi calculado o
coeficiente de correlacdo e a equacao da reta. A
linearidade do método foi verificada pela analise
de varidncia (ANOVA), com 95% de confianga
(alpha 0,05).

2.3.3 Precisao

A repetibilidade foi avaliada utilizando seis
amostras na concentracao de supostamente 500
pg/mL. Para analisar a precisdo intermediaria
foram executados dois testes, utilizando seis
amostras cada, com operadores diferentes
(n=12). Os resultados dos estudos de precisdo
foram expressos em termos de desvio padrao
relativo (DPR).

2.3.4 Exatidao

Utilizou-se o teste de recuperagédo para
avaliar a exatiddo do método. Assim, solugbes
contendo 410 pg/mL de amoxicilina foram
adicionadas de quantidades conhecidas da
solugao padrao, em trés diferentes
concentragodes, no intervalo entre 92 a 112% da
concentragao trabalho. Foram preparadas quatro
amostras de amoxicilina capsulas e a estas
solugbes, com exce¢dao de uma denominada
amostra ndo adicionada, foram adicionadas
diferentes quantidades da solucdo padrao,

conforme especificado na Tabela 1. A exatidao
do método foi avaliada em triplicata e o resultado
foi expresso em percentagem de recuperacéo.

Tabela 1. Concentragdo das solugbes para o
estudo de exatiddo do método

2.3.5 Robustez

A robustez do método foi avaliada em
triplicata através da variagdo da proporcdo dos
constituintes da fase mével (1 e 3 % de
acetonitrila) e alteragao do fluxo da mesma (1,4 e
1,6 mL/min). Cada parametro foi analisado
separadamente. Utilizou-se a pureza do pico
para avaliar se ocorreria alguma alteracdo na
especificidade do método.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O uso da fase moével constituida de
tampéao fosfato 50 mM pH 5,0 e acetonitrila (98:2;
viv) apresentou pureza dos picos
cromatograficos maior que o limiar (threshold),
permitindo assim assegurar-se que a substancia
amoxicilina elui sem a presenga de impurezas ou
excipientes. A coluna C18 utilizada garantiu
adequada resolucdo entre a amoxicilina e a
impureza mais proxima com tempo de retencao
relativo de 0,85 em relagdo a amoxicilina, cujo
valor médio obtido foi superior a 3,0. Os
cromatogramas do padrdo de amoxicilina na
concentracao de 500 ug/mL e da amostra,
supostamente na concentragdo de 500 pg/mL,
obtidos nestas condi¢des, estdo representados
nas Figuras 2 e 3.

Nestes cromatogramas, o] pico
cromatografico com tempo de retencdo de 5,97
minutos refere-se a amoxicilina, tanto para a
amostra como para o padrao.

Figura 2. Cromatograma do componente ativo
do padrdo de amoxicilina 500 ug/mL e da pureza
do pico cromatografico obtidos por CLAE e pelo
detector de arranjo de fotodiodos.

Figura 3. Cromatograma do componente ativo
da amostra de amoxicilina, supostamente na
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concentragdo de 500 ug/mL, e da pureza do pico
cromatografico obtidos por CLAE e pelo detector
de arranjo de fotodiodos.

Segundo a Farmacopeia Brasileira (FB,
2010), a quantidade de amoxicilina deve estar
entre 90,0 e 120,0%. O teor encontrado para a
amostra analisada de amoxicilina em capsulas,
dispostos na Tabela 2, encontrara-se dentro dos
valores preconizados.

Tabela 2. Teor de amoxicilina encontrado na
amostra e seus limites aceitaveis.

3.1. Estudos de especificidade do método

A amoxicilina degradou 14,38 + 3,50 %
em condi¢cbes acidas (HCI 0,1 M, 2 h) com dois
potenciais produtos de degradagdo. Em
condigbes alcalinas (NaOH 0,005 M, 20 h)
degradou 25,10 + 2,54 %, com dois potenciais
produtos de degradagao. A amoxicilina degradou
27,33 £ 5,31 % sob aquecimento (H20, 80 °C, 2
h) apresentando diversos produtos de
degradacao sendo quatro principais e 21,53 +
6,79 % quando submetida a oxidagao (H,O, 0,01
%, 0,25 h). O pico cromatografico observado no
tempo de retencdo de 1,8 min refere-se
provavelmente a fenacetina, conservante do
peréxido de hidrogénio, pois o0 mesmo também
foi observado no branco da amostra. Quando
exposta a luz (250 W/m2?, 72 h) a amostra
degradou 9,62 + 2,13 %, sendo observado o

aparecimento de diversos produtos de
degradacao.
Ao avaliar a pureza do pico

cromatografico dos testes de degradacgao forgada
observou-se que ndo ocorreu nenhuma coeluigdo
de produtos de degradag&do, demonstrando que
este € um método especifico.

3.2. Linearidade

A curva padrao representada na Figura 9
demonstrou que os valores do pico
cromatografico da amoxicilina no intervalo entre
404,29 a 60522 uyg/mL sao diretamente
proporcionais a concentragdo da amoxicilina na
amostra.

Figura 4. Representacdo grafica da curva
padrdo da amoxicilina

O coeficiente de correlagao foi superior a
0,99. A analise de variancia dos resultados
demonstrou que a correlagdo foi significativa
(p<0,05) e o desvio de linearidade nao foi
significativo (p>0,05), conforme indica a Tabela
3.

Tabela 3. ANOVA das areas absolutas da curva
padrdo da amoxicilina, intervalo de 404,29 a
605,22 ug/mL

3.3. Precisao

A repetibilidade ou precisdo intradia foi
avaliada através do DPR obtido na determinacao
de seis amostras, contendo 100% da
concentragdo de trabalho. A  preciséo
intermediaria ou interdia foi obtida pela repeticao
do ensaio com dois operadores diferentes. O
valor de DPR nao foi maior que 1,5% para
repetibilidade. Na precisdo intermediaria nao
houve diferenca significativa (p>0,05)
demonstrando que nao houve diferenga entre os
operadores na preparagdo das amostras,
confirmando que o método desenvolvido é
preciso, conforme exposto na Tabela 4 e 5.

Tabela 4. ANOVA das areas absolutas da curva
padrdo da amoxicilina, intervalo de 404,29 a
605,22 ug/mL

Tabela 5. ANOVA das areas absolutas da curva
padrdo da amoxicilina, intervalo de 404,29 a
605,22 ug/mL

3.5. Exatidéao

A exatiddo avalia a proximidade de uma
série de resultados obtidos experimentalmente
com o valor verdadeiro (BRASIL, 2003; ICH,
2005). Os valores recuperados para as diferentes
quantidades de padrdo adicionados a amostra,
na Tabela 6, demonstram que o método
desenvolvido foi exato, entre 95 e 105 % de
recuperacgao.

Tabela 6. Avaliacao da exatiddo do método para
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a amoxicilina.
3.5. Robustez

O método mostrou-se robusto em relagao
ao parametro composi¢do da fase organica (1-
3% de acetonitrila). Os resultados mostraram-se
adequados, nao foi observada diferenca
significativa (p > 0,05) em relagdo as areas da
amoxicilina. Em relacdo aos paradmetros de
eficiéncia da coluna e separagcdo do método os
resultados mostraram-se adequados, conforme
pode ser observado na Tabela 7.

Na avaliacdo do parametro fluxo (1,4-1,6
mL/min), para os parametros de eficiéncia da
coluna e separagdo do meétodo os resultados
mostraram-se adequados. Os resultados podem
ser observados na Tabela 8.

Em todas as analises de robustez o pico
da amoxicilina se manteve puro garantindo assim
a especificidade do método.

Tabela 7. Avaliacdo da robustez do método
alterando a proporg¢édo de organico na fase moével
(n=3)

Tabela 8. Avaliagdo da robustez do método
alterando o fluxo (n=3)

CONCLUSOES:

O método proposto para determinagcao de
amoxicilina capsulas por CLAE foi validado de
acordo com os parametros de validagao exigidos
pela legislacdo vigente. Mostrou-se linear na
faixa de 404,29 a 605,22 ug/mL, preciso, exato e
robusto frente a variagdes de composicao e fluxo
de fase mével.

Ao avaliar a pureza do pico
cromatografico obtido nos testes de degradacéo
forcada observou-se que nao ocorreu nenhuma
coeluigao de produtos de degradacao. O método
desenvolvido, portanto, € um método indicativo
de estabilidade, tendo em vista que o mesmo
possui a capacidade de quantificar a amoxicilina
na forma farmacéutica capsulas na presenca de
produtos de degradacgao e impurezas.
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Tabela 1. Concentragdo das solugbes para o estudo de exatidao do método

Concentracio Concentracio do  Concenfragio  Concentracio da
Farmaco da amostra padrdo adicionado  final obtida amostra*
(ug'raly (ng/mL) (ugfmL) ®a)
410 50 460 92
Amoxicilina 410 100 510 102
410 150 560 112

*arn relagio a concentracio trabalho

Tabela 2. Teor de amoxicilina encontrado na amostra e seus limites aceitaveis.

Limnites aceitaveis

Qumhdii;e g-:;leclarada Qumhda;ig;contrada (FBRAS., 2010
TSP 35, 2012)
Armnoxicilina 500 91,89% (DP £ 1,18) 90,0a 120,084

Tabela 3. ANOVA das areas absolutas da curva padrdo da amoxicilina, intervalo de 404,29 a 605,22

Hg/mL

Fontes de vanagio Graus de Soma dos V aridnei E F
liberdade Quadrados anancia cakulslo  Ttsbelado

ENTERE 4 7643629925636 1910907481409  258,68* 348

Fegresséo linear 1 7632195082764 7632195082764  1033,16*% 456

Desvie de linearidade 3 11434842871 3811614230 [, 52+ 371

DENTRO 10 73872040926 7387204053

Total 14 15358361

*agmificative para IC 25%; **nio significative para IC 95%.

Tabela 4. ANOVA das areas absolutas da curva padrdo da amoxicilina, intervalo de 404,29 a 605,22
ug/mL

Parfmetre  Dosagem declarada (mg) Dosagem encontrada (mg) (%0 DP, (DPE%%)
oy 500 450,47 91,89 1,18, (1,28)

DF, desvie padrio, DPE, desvio padrio relativo.
*em relagio ao teor declarado
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Tabela 5. ANOVA das areas absolutas da curva padrdo da amoxicilina, intervalo de 404,29 a 605,22
ug/mL

Paréim etro valor-p (IC = 95%)
Preciséo intermediaria (n=2) 0,0737

Tabela 6. Avaliacao da exatiddo do método para a amoxicilina.

Nivel de concentracio  Padrfio adicionado a Concentraciio Recuperacio
da arnostra (W% amostra (ug/fml) média (ugmL) ey (DPRY)
(0=3)
92 50 51,12 102,18, (2,85)
102 100 100,47 100,45, (1,500
112 150 153,83 102 49, (1,33)

DF, desvio padrio; DPE, desvio padrio relativo.
*em relacio a concentracio trabalho

Tabela 7. Avaliagdo da robustez do método alterando a proporgéo de organico na fase movel (n=3)

Amoxicilina
V ariagio Tr k N T E Area
E;“;P ﬁvc}fgm 4,51 1,53 6253 1,12 2,66 4771898
?;ggﬁﬁm 5,93 2,28 6942 1,06 330 4789233

valor-p, IC=95%
09618
Tampio, tarmpio fosfato de amdmio 25mM, ACH, acetonitrila, Tr, tempo de retencio, k, fator
de capacidade; N, pratos; T, fator de cauds, R, resolugéo entre a amoxicilina e a impureza
com tempo de refen ¢lo relativo de 0,85, IC, intervalo de confianga

Tabela 8. Avaliagcao da robustez do método alterando o fluxo (n=3)

Amoxicilina
Variagio k N T k
Fluxo 1,4 mL/imm 239 6399 1,11 343
Fluxo 1,5 mL/min 2,45 6305 1,11 3,34
Fluzo 1,6 mLimin 243 5892 1,11 3.30

Iz, fator de capacidade;, W, pratostedricos, T, fator de cauda; R, resolugio enfre a amozicilina
e a impureza com tempo deretengio relativo de 0,85, IC, mntervalo de confianga.
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Figura 2. Cromatograma do componente ativo do padrdo de amoxicilina 500 ug/mL e da pureza do
pico
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Figura 3. Cromatograma do componente ativo da amostra de amoxicilina, supostamente na
concentragdo de 500 ug/mL, e da pureza do pico cromatografico obtidos por CLAE e pelo detector
de arranjo de fotodiodos.
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Figura 4. Representacéo gréfica da curva padréo da amoxicilina
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