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DETERMINACAO SIMULTANEA DE RESIDUOS DE SULFAMETOXAZOL E TRIMETOPRIMA EM
SUPERFICIES DE EQUIPAMENTOS DE PRODUCAO
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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF SULFAMETHOXAZOLE AND TRIMETHOPRIM RESIDUES ON
MANUFACTURING EQUIPMENT SURFACES. A cleaning validation method was developed and validated, based on swabbing
sampling and simultaneous chromatographic determination of sulfamethoxazole (SMX) and trimethoprim (TMP) residues. The
method presented limits of detection of 0.06 pg mL" for SMX and 0.09 ug mL"' for TMP. It was considered selective, precise,
accurate and robust according to the guidelines from ANVISA, the Brazilian regulatory agency, and International Conference on
Harmonization. Mean swab recovery factors of 98.5% for SMX and 97.7% for TMP were obtained for spiked stainless steel plates.

The method was successfully applied to the assay of actual swab samples collected from eleven points on an equipment surface.
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INTRODUCAO

O primeiro caso de contaminagio cruzada na inddstria farma-
céutica relatado na literatura cientifica ocorreu nos anos 60, quando
graves e inesperados efeitos colaterais foram observados devido a
contaminag@o de isoniazida (hidrazida do acido isonicotinico) com
dietilestilbestrol.! Nos dltimos anos, vérios produtos farmacéuticos
foram retirados do mercado devido a contaminagdo cruzada com
outros principios ativos ou substincias quimicas.? Em consequéncia
disto, a validacdo de limpeza tornou-se um aspecto critico a ser en-
frentado pela industria farmacéutica. O seu objetivo € provar, através
de um método analitico validado e suficientemente sensivel, que o
procedimento de limpeza de equipamentos e superficies ¢ eficiente
na remocao de residuos de principios ativos, excipientes, produtos
de degradacdo, substancias usadas na limpeza e outros possiveis
contaminantes, reduzindo assim o risco de contaminacdo cruzada
na drea de producdo. Desse modo, € necessdrio tanto assegurar que
os contaminantes sejam removidos do equipamento, quanto deter-
minar o nivel de consisténcia dessa remogdo. Este assunto ¢ parte
integrante do conjunto de normas que compdem as boas praticas de
fabricacdo (BPF) e a validacdo de limpeza deve seguir as resolucdes
dos organismos reguladores.>?

Como os equipamentos sdo usados na produ¢do de diversas
formulagdes farmacéuticas, costuma-se definir um cenario de pior
caso.%’ Um produto de referéncia € escolhido como o pior caso para
a validacdo de limpeza, levando em conta varidveis relacionadas a
sua toxicidade e dificuldade de limpeza. Uma vez que o produto
considerado o pior caso tenha sido escolhido, surge um outro as-
pecto importante que € a amostragem. Para isso, dois métodos sdo
indicados:® a amostragem direta da superficie, usando a técnica de
swabbing (escovacdo) e, a amostragem indireta, baseada na anélise
das solugdes usadas para enxaguar o equipamento. Na maior parte
da literatura, a técnica de swabbing € a preferida, porque permite que
residuos secos e/ou insoltveis sejam mais eficientemente amostrados
por remogao fisica e torna possivel avaliar as dreas do equipamento
mais dificeis de limpar.
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A crescente relevancia da validagio de limpeza pode ser constatada
pelo aumento do niimero de artigos cientificos tratando deste tema. A
maioria destes aplicou técnicas cromatograficas, dentre elas CLAE,*3
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE),!* cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massas® e cromatografia ele-
trocinética micelar (MEKC),'¢ para determinar residuos de principios
ativos farmacéuticos, tais como anlodipina,® azatioprina,’ lacidipina, '
derivados cortisdnicos,' lamivudina e zidovudina,'? pirimetamina
e sulfadoxina,' compostos esteroidais,'* cefmetazol e cefpodoxima
proxetil,” e cotrimetoxazol.'® Na presente aplica¢@o, a associagéo entre
sulfametoxazol (SMX) e trimetoprima (TMP) foi selecionada para
a validagdo de limpeza de um equipamento de produgdo. O SMX,"
N1-(5-metil-3-isoxazolil)sulfanilamida, € uma sulfonamida solivel em
acetona e metanol, e € usado primariamente no tratamento de infecgdes
do trato urindrio. Ele possui alta absorcdo e excre¢io, podendo causar
cristaluria (presenga de cristais na urina) em altos niveis de sua forma
acetilada. A TMP,'8 2 4-diamino-5-(3,4,5-trimetoxibenzil )-pirimidina,
€ um po cristalino amarelo claro, pouco soltivel em metanol e cloro-
férmio. Para individuos com deficiéncia de acido folico, tais como
idosos e mulheres gravidas, a TMP apresenta algum risco de toxici-
dade. A associagdo entre SMX e TMP possui atividade antimicrobial
eficiente, pois esses dois farmacos atuam respectivamente em estagios
sequenciais da reacdo enzimadtica bacteriana, e € usada no tratamento
de otites, bronquites, sinusites e pneumonias.'” Os métodos encontra-
dos na literatura para a determinac@o simultinea de SMX e TMP em
formulacdes farmacéuticas sdo baseados em CLAE,*** eletroforese
capilar®®? e espectrofotometria com detec¢do multivariada.>

O objetivo deste trabalho foi desenvolver e validar um método ana-
litico para a validag@o de limpeza das superficies de um equipamento de
producdo farmacéutica, através da determinac@o cromatografica simul-
tanea de residuos de SMX e TMP e usando a técnica de swabbing para
amostragem. Ao invés de usar metanol, como na maioria dos trabalhos
com swabbing, optou-se por um solvente menos toxico, uma mistura
etanol-dgua. A metodologia analitica foi validada de acordo com as
resolugdes da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA),>
que por sua vez se baseiam no documento Q2B do ICH (International
Conference on Harmonization),” e foi aplicada na determinacdo dos
residuos em onze pontos de amostragem na superficie do equipamento.
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PARTE EXPERIMENTAL
Reagentes

O SMX e a TMP foram fornecidos pela Neo Quimica (Andpolis)
e usados como padrdes secunddrios (99,6 e 99,4%, respectivamente),
de acordo com a certificagdo da empresa. Foram utilizados etanol,
acetonitrila e trietilamina, todos de grau cromatogréfico (Tedia),
hidréxido de sédio (J. T. Baker) e dgua deionizada (Milli-Q). A amos-
tragem foi feita usando swabs (instrumentos de limpeza com uma
haste flexivel e uma extremidade absorvente) de poliéster TX714A
Texwipe (Large Alpha®).

Equipamento e condi¢des cromatograficas

O sistema CLAE utilizado consistiu de um mdédulo de separa¢ao
Waters Alliance 2695, com uma bomba quaterndria de baixa pressao,
um desgaseificador a vidcuo em linha, um amostrador automadtico
e um detector UV-Vis de arranjo de diodos modelo 2996. Para o
controle do sistema cromatogréfico e coleta dos dados foi usado o
programa Waters Empower. Foi usada uma coluna C-18 (250 x 4,6
mm) Waters Symmetry com particulas de 5 pm. A fase mével foi
uma mistura de dgua/acetenotrilina/trietilamina (77,7:22,2:0,1, v/v)
com o pH ajustado em 5,9 (NaOH), em um fluxo de 2,5 mL min™'. O
volume de inje¢do foi de 20 pL e a deteccdo no UV foi feita em 254
nm. Todas as andlises foram feitas em temperatura ambiente (25 °C).

Preparacao dos padrdes de calibracao

As solugdes estoque de SMX e TMP foram preparadas pesando-se
exatamente 20 mg de cada padrio, os quais foram transferidos para
baldes volumétricos de 200 mL, respectivamente. Os padrdes foram
dissolvidos em mistura etanol/dgua (50:50, v/v), com o auxilio de
um banho ultrassonico (15 min), e os baldes foram completados
com o0 mesmo solvente. A partir da dilui¢@o dessas solu¢des, foram
preparadas sete solugdes de calibracao na faixa de 2,0 a 14,0 ug mL™!
para cada analito. As aliquotas dessas solu¢des padrdo foram filtradas
através de membranas de 0,45 um de porosidade.

Amostragem

A amostragem foi feita com swabs descartaveis de poliéster, pre-
viamente embebidos com uma mistura etanol/dgua (50:50, v/v). Pla-
cas de aco inoxiddvel de 100 cm? foram contaminadas com 1,00 mL
de solugdes de SMX e TMP, respectivamente. As solu¢des colocadas
na superficie de teste foram deixadas para evaporar. Cada superficie
de placa foi limpa com um swab de varias maneiras (horizontalmente,
verticalmente, de tras para frente e de frente para trds), comegando
das bordas para o centro. Na sequéncia, o swab foi colocado em um
tubo contendo 10,0 mL de etanol/dgua, o qual foi selado e colocado
em um banho ultrassonico por 15 min. Aliquotas das solugdes obtidas
na recuperacdo das placas foram filtradas através de membranas de
0,45 um de porosidade e injetadas no cromatdgrafo.

Amostras reais coletadas de um equipamento de producao

A metodologia de validagdo de limpeza foi aplicada a um gra-
nulador Collette (Niro Pharma, Wommelgem, Bélgica), que ¢ um
equipamento de a¢o inox automdtico usado na pulverizagio e mistura
de substancias sélidas em ambiente imido, no setor de fabricacao de
s6lidos. Apds o processo de validagdo de limpeza, 11 pontos repre-
sentativos de todo o equipamento foram amostrados por swabbing: 5
pontos nas hélices do misturador, 1 ponto na tampa superior, 2 pontos
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nas paredes, 1 ponto no fundo e 2 pontos na saida do equipamento
por onde o produto € retirado. A amostragem foi feita como descrita
na secdo anterior. Trés lotes diferentes foram analisados.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Escolha do pior caso

Dez formulacdes farmacéuticas diferentes sdo produzidas nesse
equipamento: aciclovir, atenolol, cloranfenicol, clorpropamida, dipi-
rona, furosemida, ibuprofeno, metildopa, metronidazol e a associagio
SMX-TMP. Como ndo € pratico validar o processo de limpeza para
todos esses produtos, segue-se a recomendag@o de escolher o pior
caso.5”13 Entéo, um indice de pior caso (WCI, worst case index) foi
calculado para cada produto, o qual se baseia na sua solubilidade,
na sua toxicidade, no nivel de dificuldade para sua limpeza no
equipamento e no tamanho do seu lote.® A associagio SMX-TMP
apresentou o maior valor de WCI e por isso foi escolhida para a
validagdo de limpeza.

Limites de aceitacio

O estabelecimento dos limites de aceitagdo dos residuos € neces-
sdrio para a defini¢do da faixa de aplicagdo do método analitico. Para
determinar os limites de aceitagdo do(s) farmaco(s), cuja metodologia
serd validada, primeiramente considera-se o limite de sua aceitagao
no produto produzido em sequéncia no equipamento (L, limite no
produto subsequente). Depois, o(s) limite(s) por drea superficial do
equipamento a ser limpo (L) é(s&o) estimado(s) e, finalmente, o limite
do residuo na amostra analisada (L,) € calculado.” Esses limites sdo
calculados de acordo com as seguintes equagdes:

L, =0,001 x (DT/MDD) Q)
L,=L, x (LS/AT) (@)
L, =L,x (AS/VS) 3

Para o presente caso, a menor dose terapéutica (DT) foi estimada
como 1600 mg para o SMX e 320 mg para o TMP; a maior dose didria
(MDD) do produto subsequente (escolhido como o principio ativo
com o menor tamanho de lote pela méxima dose didria, neste caso o
ibuprofeno) foi 5,03 g; o tamanho do lote subsequente (LS) foi 79447
g; a superficie da drea total da linha de produgdo do equipamento (AT)
foi 7,926 x 10° cm?; a drea superficial (AS) foi 100 cm?; o volume de
solvente usado (VS) foi 10,0 mL. Com esses dados, L, foi estimado
como 318,3 ng g para o SMX e 63,7 pug g' para o TMP. Porém,
estes valores estdo acima do minimo estabelecido pela FDA,> que é
de 10,0 ug g, o que entdo levou a adogdo deste dltimo valor como
limite para ambos os analitos neste trabalho. Como consequéncia,
L, e L,foram calculados como 1,002 pg cm? e 10,02 ug mL", res-
pectivamente. Portanto, um limite de aceitagdo de 10,0 pg mL"' para
ambos os analitos foi adotado no processo de limpeza e a faixa do
método analitico foi estabelecida de acordo com isto.

Validacio do método analitico

A validagdo do método foi realizada através da estimativa das
seguintes figuras de mérito: fator de recuperagdo, seletividade, lineari-
dade, precisio, exatiddo, limites de detec¢o e quantificagdo e robustez.

Os fatores de recuperacio para a amostragem por swabbing foram
estimados em placas de aco inox de 100 cm? contaminadas com 100,0
ug de SMX e 100,0 g de TMP. Essas quantidades foram extraidas
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em 10,0 mL de solvente, correspondendo a concentragdes finais de
10,0 pg mL'. Para 6 amostras, o fator de recuperacdo da extragdo
variou de 97,0 2 99,0%, com média de 98,5%, para o SMX e de 96,6
a 98,4%, com média de 97,7%, para a TMP.

Um cromatograma tipico para os padrdes de SMX e TMP € mos-
trado na Figura 1. O método foi considerado seletivo, porque nenhuma
interferéncia foi observada nos tempos de retencio dos analitos na
andlise dos excipientes e do branco das amostras de extracio (swab).
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Figura 1. Cromatograma obtido para os padroes de SMX (1) e TMP (2),
ambos na concentragdo de 10,0 ug mL"

A linearidade do método foi avaliada pela andlise em sete niveis
de concentragio igualmente espacados de 2,0 a 14,0 pg mL"' para
cada analito, com cada nivel em triplicata. As seguintes equagdes de
regressdo foram obtidas para as retas da drea do pico versus a con-
centracdo do analito (ug mL"): y=19278,7x —4655,7 (1=0,9995) para
SMX e y=7304,7x — 402,3 (r=0,9998) para TMP. Os coeficientes de
correlacdo (r) estimados demonstraram a boa linearidade do método.

A precisdo foi avaliada nos niveis de repetibilidade e precisdo
intermedidria. A repetibilidade (intradia) foi estimada pelo mesmo
analista para 6 replicatas de amostras extraidas por swabbing na
concentracdo de 10,0 pg mL! para cada analito. Todos os resultados
foram corrigidos pelos fatores de recuperacdo. Os valores de desvio
padrdo relativo (DPR) foram 0,63% para SMX e 0,82% para TMP.
A precisdo intermedidria foi estimada para 6 replicatas no mesmo
nivel de concentrag¢do em 2 dias, com analistas diferentes e colunas
cromatograficas de fabricantes diferentes a cada dia. Os valores de
DPR para os resultados entre os 2 dias foram 0,82% para SMX e
4,70% para TMP, ambos abaixo de 5%, o valor mdximo permitido
pela ANVISA.”

A exatidao foi avaliada pela comparacdo da quantidade de analito
prevista na recuperacgio por swabbing com a quantidade conhecida
de analito usada na contaminagao de placas de ago, em trés niveis de
concentracdo (8,0, 10,0 e 12,0 pug mL™"), com 9 replicatas para cada
nivel. Os resultados foram corrigidos pelos fatores de recuperacdo e
sdo mostrados na Tabela 1. O grau de recuperagdo variou entre 98,0
e 100,0% para SMX e entre 92,5 e 106,7% para TMP.

Quim. Nova

Os limites de detecgdo (LD) e quantificagdo (LQ) foram esti-
mados baseados na inclinag@o e nos desvios padrdo do intercepto
em y das retas das trés curvas de calibragdo.?”’® Os valores de LD
de 0,06 e 0,09 ug mL"' e de LQ de 0,19 e 0,30 ug mL"! foram
estimados para SMX e para TMP, respectivamente. Estes valores
tedricos foram comprovados visualmente pela observacido dos
cromatogramas obtidos para inje¢des feitas nos respectivos niveis
de concentragdo.

O método foi considerado robusto em relagdo a pequenas
e deliberadas variacdes de pH (5,7 e 6,1) e composicdo da fase
movel, ndo apresentando mudanga significativa nos parametros
cromatograficos (tempo de retencdo, nimero de pratos tedricos
e resolug@o dos picos). Além disso, a estabilidade das solucdes
analiticas foi estudada até 21 h. Os desvios observados nas dreas
dos picos foram de até 0,80% para SMX e 1,41% para TMP nas
solugdes dos padrdes; e 1,58% para SMX e 1,08% para TMP, nas
amostras de solugdes extraidas de placas de aco. Esses resultados
indicam a robustez do método.

Determinacio das amostras coletadas nas superficies de um
equipamento de producio

O método, depois de validado, pode ser aplicado na validacio
de limpeza de equipamentos de producdo. Trés lotes de produgio
da associagdo SMX-TMP no granulador Collette foram analisados.
Ap6s cada lote, o processo de limpeza foi aplicado ao equipamento.
Entdo, amostras reais foram coletadas por swabbing em 11 pontos
representativos de sua superficie interna e analisadas pelo método
validado. Todos os resultados para a determinacio de residuos de
SMX e TMP ficaram abaixo dos respectivos valores de LD. Portanto,
foi certificada a ndo ocorréncia de contaminagdo no equipamento
apos a producdo desses lotes.

CONCLUSOES

Este trabalho prop6s uma metodologia analitica completa para
a validagdo de limpeza de residuos de SMX e TMP em superficies
de equipamentos de produg@o farmacéutica, incluindo a extra-
¢do por swabbing usando uma mistura ndo téxica (etanol-dgua)
como solvente e o método cromatogréfico para a determinagio
simultanea desses dois antibidticos. O método foi validado de
acordo com as resolu¢des da ANVISA** e considerado rdpido
(tempo de corrida cromatografica de 6 min), seletivo, sensivel,
preciso, exato e robusto, além de linear na faixa de interesse de
2,0 a 14,0 ug mL". Adicionalmente, a estabilidade das solucdes
analiticas sobre a superficie de aco inox em até 21 h foi verifi-
cada, o que € importante na prevencao de que os residuos sejam
sobre-estimados, ja que a degradagdo dos analitos pode levar a
deteccdo de quantidades menores do que as realmente existentes.
Este trabalho atendeu a uma demanda especifica de uma industria
farmacéutica, representando um exemplo de aproximagdo entre
uma universidade publica e o setor produtivo.

Tabela 1. Estimativa da exatiddo para a determinacgio simultinea de SMX e TMP

SMX TMP

Quantidade adicionada  Quantidade prevista® Grau de recuperagdo  Quantidade adicionada Quantidade prevista® Grau de recuperacdo
(ug mL") (ug mL™) (%) (ug mL") (ug mL") (%)

8,0 8,0 100,0 8,0 7,4 92,5

10,0 9.8 98,0 10,0 9,9 99,0

12,0 11,9 99,2 12,0 12,8 106,7

*Valores médios de nove determinagdes
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