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RESUMO

A cefuroxima sddica (CAS 56238-63-2) é uma cefalosporina de segunda geracao,
indicada nas infecgdes provocadas por micro-organismos Gram-positivos e Gram-negativos.
Apesar deste farmaco ser altamente estudado e pesquisado no que concerne a atividade
antimicrobiana, farmacocinética e farmacodinamica, ha poucos estudos na literatura em
relacdo ao desenvolvimento de metodologia analitica para esta cefalosporina. Desta forma,
pesquisas envolvendo métodos analiticos sdo de fundamental importancia e altamente
relevantes para otimizar sua andlise na industria farmacéutica e garantir a qualidade do
produto ja comercializado. Neste trabalho foram desenvolvidas e validadas técnicas de
analise para cefuroxima sddica forma farmacéutica injetavel: (i) espectrofotometria na regiao
do UV a 280,0 nm com faixa de concentracdao 5,0 a 14,0 pyg/mL, utilizando agua como
solvente, com exatidao de 100,82% e teor de 99,49%; (ii) doseamento microbioldgico,
método de difusao em agar na faixa de concentracao de 30,0 a 120,0 ug/mL, utilizando
Micrococcus Juteus ATCC 9341, com exatiddo de 100,77% e teor de 99,96%; (iii)
doseamento microbioldgico, método turbidimétrico na faixa de concentracao de 30,0 a 120,0
Mg/mL, utilizando Micrococcus luteus ATCC 9341, com exatidao 100,21% e teor de 99,97%;
(iv) espectrofotometria na regiao do visivel a 510,0 nm, com concentracdo de 100,0 a 300,0
Mg/mL utilizando o-fenantrolina como ligante, com exatiddao de 99,98% e teor de 99,82%;
(v) espectrofotometria na regidao do IV, com exatidao de 99,83% e teor de 100,25%; (vi)
acidimetria, com exatidao de 100,32% e teor de 100,51%; (vii) volumetria em meio nao-
aquoso, com exatidao de 100,40% e teor de 100,86%; (viii) iodometria, com exatiddo de
99,97% e teor de 100,27%; (ix) cromatografia liquida de alta eficiéncia com detector UV a
280,0 nm, utilizando metanol:agua (70:30) como fase mdvel, faixa de concentracdo de 10,0
a 15,0 yg/mL, vazao de 0,8 mL/min, com exatidao de 100,10% e teor de 99,84% e tempo
médio de retencdo de 1,8 minutos. Estudo preliminar da estabilidade de cefuroxima sddica
frente a degradacao alcalina, acida, oxidativa e fotolitica mostraram que o farmco é instavel
a estes importantes fatores de degradacdao. O farmaco também se mostrou instavel a
radiagao UV-C.

Palavras chave: cefuroxima sddica, espectrofotometria na regidgo do ultravioleta e visivel,

CLAE, ensaio microbioldgico, controle de qualidade, validacdo e estabilidade.



ABSTRACT

Cefuroxime sodium (CAS 56238-63-2) is a second generation cephalosporin
indicated in the infections caused by Gram-positive and Gram-negative microorganisms.
Although this drug highly to be studied and to be searched with respect to the antimicobial
pharmacokinetics and pharmacodynamics activity, there are few studies in relation to the
development of analytical methodology for this cephalosporin in literature. In such a way,
research involving highly excellent analytical methods is very important to optimize its
analysis in the pharmaceutical industry and to guarantee the commercialized product quality.
In this work, analytical methods for determination of cefuroxime injectable were validated:
(i) UV spectrophotometry at 280 nm with concentration range of 5.0 a 14.0 pg/mL using
water as solvent, with accuracy of 100.8% and quantitation of 99.49%; (ii) microbiological
assay, agar diffusion method and (iii) turbidimetric method at concentration range 30.0 to
120.0 pg/mL, using Micrococcus luteus ATCC 9341 as indicator microorganism, accuracy
100.77%, quantitation of 99.96% and accuracy of 100.21% and quantitation 99.97%,
respectively; (iv) visible spectrophotometric method at 510.0 nm with concentration range
of 100.0 at 300.0 pg/mL, using o-phenantrolin as reagent, with accuracy of 99.98% and
quantitation of 99.82%; (v) IR spectrophotometry, accuracy of 99.83% and quantitation of
100.25%; (vi) acidimetry, accuracy of 100.32% and quantitation of 100.51%; (vii) volumetry
ina a non aqueous, accuracy of 100.40% and quantitation of 100.86%; (viii) iodometry
accuracy of 99.97% and quantitation of 100.27%; (ix) HPLC method with UV detector at
280.0 nm using methanol and water (70:30), v/v) as mobile phase and concentration range
of 10.0 a 15.0 pg/mL, flow of 0.8 ml/min, accuracy of 100.10% and quantitation of 99.84%
and mean retention time of 1.8 minutes. Preliminary study of sodium cefuroxime through
alkaline, acid, oxidative and fotolitic degradation shows sensibility showed that farmco is
unstable to these important factors of degradation. The drug also proved to be unstable to
UV-C radiation.

Key words: cefuroxime, UV and visible spectrophotometry, HPLC, microbiological assay,

quality control, validation and satbility.



3.2
3.3
3.4
3.4.1
3.4.2

5.1
5.2
5.2.1
5.2.2
5.3
5.3.1
5.3.2
5.4
5.4.1
542
5.5
5.5.1
552
5.6
5.6.1
5.6.2
5.7
571
572
5.8
5.8.1
582
5.9
5.9.1
59.2

SUMARIO

1 L0 011 oo JOu 25
OBIETIVOS.......cooiiiiiii ettt rre s s re s s e s s s ra s e rrn e e e rnan s e rrnneennnns 29
REVISAO DA LITERATURA.........cooiitiitictiete ettt sbe bbb e e 31
AGENTES BACTERIANOS CAUSADORES DE INFECC@ES E SEUS

TRATAMENTOS....cee et re s e s e e e e s e e e e rnn s s e r s e rnnn s e ennnns 32
CEFALOSPORINAS. .....c it iieieeeee e eres s e e e rrn s s e s s e rrna s e e ra s s e rrnnserennseernnnsaens 34
CEFUROXIMA SODICA......0viueteressesesssssssssssssesssssssesssssssssssssssssssssssssssssssens 39
CONTROLE DE QUALIDADE.......ccctuiiieeteieers e erees s ernsseren s eern s s erna s seensseennnees 41
EStudos de eStADIIAAGE. .............cccooooiiiiiiiiiiieeee e 44
20/ o To X 49
(] XY 12§ (o7 (o TR 53
ANALISE QUALITATIVA . ...t e e e s 55
CARACTERIZAGAQ DE CEFALOSPORINAS........cceueeteitesreseesrestesesseesseessessesessens 56
CARACTERISTICAS FISICAS.......cuevriireteiressietsessssessssssesssssssssssssssssssessssssesesnns 58
MALEITAl € MELOTDS. ........ccceeeeeieeeecieeee et e s 58
RESUIATOS € GlSCUSSEO. .....vveveeiiaiiieiaieiiiitieeee e eseeeee s e s ee e e s s sreneeeaeas 58
PESO MEDIO.....0eviuieetereesssesessesssesessasessssssssessssssssssessssesesssssssssssssssssesssssseses 58
MALEITA] € MELOTD. ...........evieieeieiieiiseee e 58
RESUNATOS € GSCUSSEO. .....uvvvveiiiiiieeiiiiisiiiiiiee et 59
SOLUBILIDADE......ccuiiittiiiii s i e st e srs s re s e s s s rean s s s e s rnnn s seranns 60
MAELELIA] € MELOTOS. ........ccuveeeiieeiiitiii et sitite sttt bre e s snr e e s nreeenans 60
RESUNATOS € GSCUSSEO. .....vveveiiiiiieiiaieiiiiiiieee st 60
DETERMINAGAO DA FAIXA DE FUSAOQ.....c.cuiririrererereeieierenesesesesesisssseneseesenens 61
MAELEIIA] € MELOTOS. ........ccuvveiiiiieiiiiiii ettt e s nre e nans 61
RESUNATOS € GISCUSSEO. ... ccceriiriiitiiiiiiiiiiie e ssssse e e nrane 62
DETERMINACAO DE UMIDADE........ciitiiiiiiirirre s rrn e s s s s s s s s s s s s s s enns 62
MALEHA] € IMELOTO. ..........ccvireereerieieaaeeee e iessssi e e reaeeae s e e s e s s s ssssrarrreaeereees 62
RESUNATOS € GISCUSSEO. ... cccertiriiitiiiiiiiiiii e ss s s snranes 63
ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA......ccovevreresreeereeeseenens 63
MALEHAI € IMELOTO. ... ccvirerreeeeeeeaeeee e ie e isssssr e reaeaaese s s e ssssssssarrreanerenes 63
RESUNATOS € GISCUSSEO. ... cceeeirririiiriiiiiisiisie e sssssssre e e e s sssnrene 64
ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO..........cceevreveerseeannes 65
MALEHAI € IMELOTO. ..........cvireeieerieiaaaeee e ee e eerres e e e e e e e e e e e e s e s e s s rearareaeeeeees 65
RESUNATOS € QISCUSSEO. ... ccceurririieriiiiiisiisie e s sssssssre e e e e e s e e nnnnes 65
ANALISE TERMICA.......cutverirerereresesesssssssssssesesesesesssssssssssssssssssesesesesssesssssnnns 67
MALEHAI € IMELOTO...........virerieeeieieaeeee e ee e eeee s s e e e e e e e e e e e s e s s e s s arareaeeeees 67

RESUMNAGOS € QUSCUSSEO. ... eeveveeeiseriiisieseieseisstieseaisssassesisssssssssesassesseassrnnsees 68



5.10
5.10.1
5102

6.1
6.1.1
6.1.2
6.1.3
6.1.4
6.1.5
6.1.6

6.1.6.1
6.1.6.2
6.1.6.3
6.1.7
6.1.7.1
6.1.7.2
6.1.8

6.2
6.2.1
6.2.2

6.2.2.1
6.2.3
6.2.4
6.2.5
6.2.6
6.2.6.1
6.2.6.2
6.2.6.3
6.2.7
6.2.7.1
6.2.7.2
6.2.8

6.3
6.3.1
6.3.2

6.3.2.1
6.3.2.2

CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA......ccouiiieeeeeeiie e e eres s rn e renn e 71
MAELEITAl € MELOUO. ........vveeeeieiiieeieeeeeie et srnr e e e e e ennes 71
RESUNATOS € USCUSSEO. ........cceeeeieeeeeeeeeiaaaaae e e s e e e e e e e e e e s esnnnnes 72
ANALISE QUANTITATIVA. ... e e e e e re s 74
Espectrofotometria na regido de ultravioleta................ccccccvvviiciiiinnnnn, 75
CONSIAEIACOES GEIGIS. .....uveiuueeeeeriaeeeseeetiaaeeeeetiaseeeeesrsseeeerataaaeeeereanaeaeseeeen 75
MALEHA! € MELOTO............eiieeieeeeeiea e e ee e ec e e e e e e e e e e s s eeeeees 75
CONSLIUCA0 dA CUIVA TE RINGDOIM.c...cvveeeeeeeeeeeeeeiiieeeeeetiiie e e e e eatie e s e eeanne e e e eees 76
[0)5)1=/qlo [0 e /- Mol g - I [ 7 o AU 78
o [0 (o o0 11 = 1 e (o NS 81
Determinacdo de cefuroxima sodica na forma farmaceutica.............cuuuveeveeeevvenns 83
Preparo da solucao de cefuroxima s0dica SQR.......eeurrruuuiirirrrrrrrererreeeerersnnnnnnnes 83
Preparo da amOStra. ... i e 84
L0 ol o =3 PP PPRP PP 84
TESLE E FECUPEIAGAD. ......eevveeeseeeetueeeeseeetiiaeeeeeeatiaeseeeeeeeaar e e e e eaataa e s e eeee i aes 85
Preparo das SOIUGOES. ...uiuireerereererrrrrernrnnnnrassesrerereersrrerrerresrsnnnanrereeeeeeeens 85
Calculo do teste de rECUPEIraCa0...uuurrrrurrrerrerrrrererrereerrrrrrnnnnrrr e reerereesereeerenees 86
DUSCUSSEO. ... vvveveiieiiieieeesseiteeee e s st a e s e s s s s s e e s s e s sr e e e e e s s s nreee e e s e nnnnnes 87
Espectrofotometria na regido do visivel................cccccveeveveeeeevvvennnnnccen 89
CONSIAEIACOES GEIAIS. .. ... eveveeeeeerrrsrnssuiiasssseesesesesseeererrr e 89
MALEHIA] € MELOTO. .......c..vviesseeiiiiiei et snneas 89
Metodologia empregando Fe(III) e ofenantrolina.......ccccooccvveiieiiiiiiiin e ceennen, 89
Construcdo da Curva de RINGDOM........c....uuveeueieeeeiiiiietiiiiiissss e e e aaassneeeeeeeeeeenne 90
ObBtENCAO da CUIVA GNAIICA. ... ......ceeeeeieiiiireereieeeeeieesae e ss s eeaaeeees 92
el o (o R (o i ! oo (o NSRS 93
Determinagdo de CefUuroXima SOICA. ........uuuuuriiiiirrseessssiissssiiiieessssssissessssssanees 95
Preparo da solugdo de cefuroxima sodica SQR.........ccccvvvrvurmrrrrrerrerereeereeeeeeeeeens 95
Preparo da solugdo de cefuroxima sodica @amosStra.......uuueeeeeeeereeeeereeeereeisssninnnns 95
L0 ol o L3 PRSP 96
TESLE A€ FECUPEIACEAO. 1 evvvveeeeiiiiiii i i i is ettt a e 97
Preparo das SOIUGDES. ........uuuurirrrrriiieiiisieis s sssssssrssr e e e s e e e e e e e e s e sanarrerees 97
Calculo do teste de reCUPEraGa0....uuueeiiiirrrrrerieisiirrressssesssreeeesssssreeeessesssneesenas 98
DUSCUSSEO. ... eeeeeeiieiteeeeetteesaaa s s s s e et ssss s e e e e e e e e e e e e e s s s s s san b bbr e br e e rneeeaeaeanas 99
Espectrofotometria na regiao do infravermelho..................ccceerniiinnnnnnee. 101
CONSIAEIACOCS GEIGIS. .. uueeaseaurrrrrrrrneriesssaassssssssssssssrrrreeesaaasaasessesssssnsrerrenrenes 101
MALEITA] € IMEBLOGO........vuvviiiiiiiiiiiiiiiiieee e st rraees 102
Obtencdo da curva analitiCa.........ccveeeriisrriiie st 102

Determinacdo de cefuroXima SOMICA. .....uuurrrreeerereeeeeeeeeeeeesicrrr e er e e e e e e e e e 103



6.3.2.2.1
6.3.2.2.1
6.3.2.3
6.3.3
6.3.3.1
6.3.4
6.4
6.4.1
6.4.1.1
6.4.1.2
6.4.1.2.1
6.4.1.2.2
6.4.1.2.3
6.4.1.3
6.4.1.4
6.4.1.5
6.4.1.6
6.4.1.6.1
6.4.1.6.2
6.4.1.7
6.4.2
6.4.2.1
6.4.2.2
6.4.2.2.1
6.4.2.2.2
6.4.2.2.3
6.4.2.3
6.4.2.4
6.4.2.5
6.4.2.6
6.4.2.7
6.5
6.5.1
6.5.2
6.5.2.1
6.5.2.2
6.5.2.2.1
6.5.3

Preparo das pastilhas de cefuroxima sédica SQR...........ueremreereririieeeeneenenineenenns 103

Preparo das pastilhas de cefuroxima sdédica amostra.............ccccccecvnvinneeeeeeneennn. 103
CAICUIOS. 1eveeeeeereteee e e ettt ee e e et e e s s s e e e s s sr e e e s e snrn e e e e e s snnneeesennnnreeeeeennnnns 104
TESLE E IECUPEIAGCAD. ......eevreesseeeeruieeeseeetiiaeeeeeettaaeeeeeeeeteeeseeattaeeeeeeennnnnas 105
Calculo do tesSte de rECUPEIAGCa0. . uurrrrrrrririrrerrrerrrerrrrrrrererrsnrrrrrerereesesreresnnes 105
DUSCUSSBO. ... e eeeeeeeeeeeeeeeea e e e e e e e e e s s e s s e e e e e e e e e e e e e s s s nn s nnrenneeeeaaeaaneenes 106
Método de Analise Microbioldgica.................c.oeo i, 108
Método de Difusdo €M AGar................cevieereiieeeei s s 108
CONSIAEIACOES GEIGIS. .....uveeuueeeetrieeeeseeetiaeeeeeetiaseeseeersseeeerattaaeeeerenneaeeeeeen 108
MALEITA] € MELOTO. ........eeveveieeieeeei et 108
7T oY= o 1 [o X1 T Yol U (o T 110
Preparo das solugbes de cefuroxima sodica SQR.........cevvrverrrnuviiiiiinrrrrererreeeeenens 110
Preparo das solugOes de cefuroxima s0dica amostra.........eevevererrrvnnnnnisrineereenens 110
CUIVE GNANICA. ..+ +evveeeeeeaaieeeee e s st e e e s st e e s s e e e e s snar e e e e s s e snnre e e e s e nnnrneeeas 111
oL [0 (o ol 11 = 1 e (o N 113
Determinacdo da poténcia do MEQICAMENLO...........uuvvveeeereeeerrrerrinrissrsieneeeeeees 114
TESLE (€ IECUPDCIAGCAD. ...uvvvvueiiisaesreresseseeeeeeeeesreetsrsnnns e seseasessererennnnnn 117
Preparo das SOIUGOES. .. uuvirereeeeererrrrrerersusarssessereseeesererrrerrsssrnsarerereseseens 117
L0 ol o L3 PP OPPPPRTPP 118
DISCUSSEO. .....vvveviiieiiieieee e et iea et e s s s e e e s e snnrr e e e e s s nnnees 118
Método Turbidimetrico............cccovviiiiiiii e 121
CONSIAEIACOES GEIAIS. ... .. eevveeerreerrnrnniisasassieseesesesesererrterrrrrrr e 121
MALELIA] € IMELOTO. ........uuieeeeeiiiiiieeiiiiee ettt srr e s nee e 121
Preparo do INOCUID....ceeieeieeeeee e ce st ee e e e e e s e e e e s s e s s ssanrnbrebe e e e e e e e eeeseeeeseennnns 123
Preparo das solugdes de cefuroxima SOdica SQR.......uurrrrreereereeeereerreereersiinninnns 123
Preparo das solugdes de cefuroxima sodica amostra............ceeveeevvcennrrnrrereeeeenen. 123
(0 I L o SRR 123
Validagao dO MELOTO.............ccouuuriiiiiiiiiiees e esiieees s esre e 126
Determinacdo da poténcia do meaiCamENto...........uuueeueeereeeeeeereiieiisssiissseseeeeees 127
TESLE A€ FECUPEIACAO. 1.evvvveeeeiiiiiii it i e sieecitt et a e 128
DUSCUSSEO. ... eeeeeiuiittieeeeetees s s e s s e e e e s s s s e e e e e e e e e e e e s bbb rer e e e e e e e e aaeens 130
Acidimetria...........cooviiii i s 132
CONSIAEIACOES GEIGIS. .. uueveseaurrrrrrrreereetseaassssssssssssssrrbre e e s aaasaesessssssssnsrrrrnnrens 132
MALEITAl € MELOUO. .........uvvviiiiiiieiii it 132
Preparo das SOIUGDES. ........uuurrrrrrerrriiiiissesssssssssrrsrrrrrreraesenaeeessesssssssrerrreeees 132
Determinagdo de cefuroxima sodica no Medicamento...........ccccuvuurereeeeereneeneenns 133
(0= [olF o L3 PP PPPPPPRPN 133
TESLE A€ FECUPEIACEO. 1.evvvvveeeiiiiiiiiiii i ettt e s e e e e e e 134



6.5.3.1
6.5.3.2
6.5.4
6.6
6.6.1
6.6.2
6.6.2.1
6.6.3
6.6.3.1
6.6.4
6.6.4.1
6.6.4.2
6.6.5
6.7
6.7.1
6.7.2
6.7.2.1
6.7.3
6.7.3.1
6.7.4
6.7.4.1
6.7.4.2
6.7.5
6.8
6.8.1
6.8.2
6.8.3
6.8.4
6.8.5
6.8.5.1
6.8.5.2
6.8.5.3
6.8.6
6.8.6.1
6.8.7

8.1

Preparo das SOIUGOES........iviviiiiieerriiriisisrrs s s e s e e e e e e e e e e e e e e 134

Calculo do teste de rECUPEIraCa0. . uuuerieieeeeeeeeeeee e rrnrrerrr e e e e e e e e e e e e e e s e e s eeeannnnes 135
DUSCUSSEO. ... .eeeeeeeeeenieeeeeeeeeaaaa e e e e e s s s s s s e e e e e e e e e e e e e e s se s s s s rnnrennenneeaeaaneenns 136
Volumetria em meio NA0-aqUOSO................ceiriiiiiiiiiiiiiiiin e e eeeeeens 138
CONSIAEIACOES GEIAIS. ........evviveeeerriitiiiiisisiis e s e s a e e 138
MAELELTA] € IMELOGO. ........evveeieeiiieeiiieeiieeeee e e s e s e e e e e s e nnnnes 139
Preparo das SOIUGOES. ......ceuuuuueiireereeeueeeeeeeeennaeeeeseeenna s eeeeerenneererernnnnreneeeeennnnns 139
Determinacdo de cefuroxima sodica No MEGICAMENTO.......cccuuivivireirierereeeeeeeennnns 139
CAICUIOS. 1t ettt e ettt e e e e e e e e e e s e snre e e e e s s snnne e e e e e sennneeesennnnn 139
TESLE (E [ECUPEIACHO. ... cceeeeeeeraeeeeeeeeriieseseetataaaeeeeeestaseeeesereearaeseeeeranaeeeeernnnnn 140
Preparo das SOIUGDES. ......cuuuueeeeeeerruseeeeeraeuaeeeeeeanneeeeeeeranaeeererennneeesrrnnnnreenes 140
Calculo do teste d& rECUPEIaGCaO0. . uuurrrrurrreririrrrrrrrrerrrrrrererrersrnnrrrerrrereeenens 141
DUSCUSSBO. ... eeeeeeeeeeeeeeeea e e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e s s s nn e nrnnn e e e e e e e aeaeeens 142
IodOmMetria........ouveeii s 144
CONSIAEIACOBS GEIAIS. ... .eueeeeeeeeeuiieeeseeeetiiaesseesataaeeeeee e e e e e e eraaaaeeeeeesnanees 144
MAELEITA] € IMELOGO. ........ceeueieeirieiiiieeiieeee e st e e 146
Preparo das SOIUGOES. ...iuiivererererrrrrrrreerernnnssersseesreereerreerrrrssrnnnnnarreererereeesees 146
Determinacdo de cefuroxima sodica no medicamento..............uuuueeevvrvrnnnninsennns 148
(0= (ol F o =3 PP RRR PR 148
VL= e =0 7= g e (o N 149
Preparo das SOIUGOES. .. .civveieeeieererrreentnrsssssrseereeseseerereerressrnsannarreeereeseeenes 150
Calculo do teste de rECUPEIACE0. uuurererieereeieiiriirnrarrrrrrrrrrrrereeeeseseessesssnnsareeseees 151
DUSCUSSEO. .....vvveviiiiiiieieie e ettt e e st e e e e e s s e e e s s e nnrr e e e e e s nnne s 151
Cromatografia liquida de alta eficiéncia..............cccccoe oo e e veccvnnninineeeeee e, 153
CONSIAEIACOES GEIAIS. ... ... eeveeerrerrrnrsiisssissesseestesteteerertrere st aaeen 153
MALEITAl € MELOGOD. ........vevuviiiiiiiiiiii it 153
ObLENga0 da CUINVA ANAIEICA. ..........ccceuveeeiiiiiiisiies s sssiesee e 154
Validaga0 O MELOTO............cecuveeeiiiiiiiiieee i issiieee e s e s e sar e enaans 157
Determinagdo de cefuroxima sodica no MEdiCAMENtO...........cccvevrrrereeeereneennees 160
Preparo da solugdo de cefuroxima sodica SQR.........cccevvvrrmrmrrrreeeeereereeeeeeeeeneens 160
Preparo da solugdo de cefuroxima sodica @moStra........cceeeevereveieecinnnnnrnneeeeeeens 160
(0= Lol F o L3 PO PPROPPPRPRN 160
TESLE A€ FECUPEIACEAO. 1.evvvveveeiiiiiieiiiiieieieeit e e e e e e e e 161
Preparo das SOIUGDES. ......uuurrrrrrrreeriieisisisisssssssrarrrrrrrrreeeeeesseeesssssssssnrenreeeseens 161
DUSCUSSEO. ... eeeeeeuiietteeeeetteassae s e e s e e s s s s s s e e e e e e e e e e e e s s s s s st bbr e br e e rneeeaeaeanas 162
ANALISE COMPARATIVA DOS METODOS PROPOSTOS............ccoceevrueenne. 165
ESTABILIDADE. ........coouiiiiii ittt s s s e e e e s ra e e eaa e e ennn 171
CONSIAEIACOES GOIAIS. ... ... .ieeeeecrriirreeeeeesteaaeae e s e s sssssssrre e e raaeaa e e e e sesssssansrarees 172



8.2
8.2.1
8211
8212
8.2.1.2.1
8.2.1.2.2
8.2.1.2.3
8.2.1.2.4
8.2.1.2.5
8213
8.2.2
8.2.2.1
82211
8.2.2.2
82221
8.2.2.3
8.2.3
8.2.3.1
8231.1
8.2.3.2
82321
8.2.3.3
8.2.3.4

Estudo preliminar da estabilidade da cefuroXima......cc.coovvvrevriiiiinrinnin e, 178
MELOGO. ... eeeiieeie et e st e e s e e e e s s e e e s e ssre e e e s e e snrrre e e e e s sennrreeeenans 180
RESUIEGOS. ... e e e e e 181
[D)<Ta = Ta = Tor=To I Lol - S SRRRR 181
(D)o = Ta = o= oI o1 o= 1SR 185
Degradagao OXidatiVa......coeeieieiiiiiiiies e 185
[D]<Te ] = = Ter=To I8 1< f .1 or= T 186
[D]<Te] =l F=Ter=To I3 0] e o [V {341 T TR 186
DUSCUSSBO. ... s eeeeeeeeeeeeeeee e e e e e e e e s e e s s s ss s e e e e eeeeaeeeesee s s s s nnnnnnnneneeeeeaeeens 187
Estudo da degradacao térmica da cefuroxima sOdica..........eeevvverrveerrrnnnnnnnineneens 189
ANGIISE €M CLAE.....eeiiiiiiiiiriiee e esrree e s s s ssrre e e s s s snnr e e s s s snnnee e e e s ssnsnre e e e s snnrnneeeenan 190
RESUIEGOS. ...t 190
i 1117 0 g 1ol o] o] 1o (o o[- F5 U 192
RESUIEAAOS. .. e 193
DISCUSSA0. 1 svereeeessnnrreeessssssneeasessaseneeessaannsneeeesssnnsnneeessaannrneeeesasnnnneessnnnnnns 194
Estudo da fotodegradacao da cefuroXima SOdICa....cuuvrrruuerrirrrrrrerrrererereeernrnnnnnns 195
ANGLISE €M CLAE. ... euiiiiiiiiiiriie e e e e s e s s e e e s s snn e e s s nnnnne e e e s 196
RESUIEGAOS. ...t 196
1N TSl ool o] o1[o] o T [ o= TR 198
RESUIEGAOS. ...ttt 199
DISCUSSA0. 1. suurrreeeesssusnreeresssssssreesssassnreeeesseasssse e e e e s sannnne e e s s sannnneeeessnrnnnaessnnnnnes 202
BT ol U [T To N [ = SRR 203
CONCLUSOES...........cocuitiiaieiriniieie ettt 205

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS...........ccoeveeeeeeeeeeeeeesssseeseesseesenssessesseens 209



Figura 1:

Figura 2:

Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Figura 13:

Figura 14:

Figura 15:

Figura 16:

Figura 17:

Figura 18:

LISTA DE FIGURAS

Férmula estrutural da cefalosporing...........cceeeeeeeeriieieeeeee e
Estrutura quimica da cefuroXima SOAICa...uuuuurrruriiriiireirerrerrerereerrerrrrns
Espectro na regido do ultravioleta de cefuroxima sddica SQR a 10 pg/mL em
agua (preto), tampao fosfato pH 6,0 (verde), metanol (azul), acido cloridrico
0,1 M (vermelho) e hidréxido de s6dio 0,1 M (F0Sa).....cceerrrrerrrrrnmnuisrerrereeees

Espectro na regido de infravermelho de cefuroxima sodica SQR em pastilhas

Espectro na regiao de infravermelho de cefuroxima sddica amostra em
PAStilNas A& KBr.....cuuuiiiiii i
Espectro na regido de infravermelho de cefuroxima soédica SQR
(Farmacopeia Britanica, 2005).......ccceererrrrrrmrmrmmnnirinrrrrrrereerrereemmmsmnmmnnn
Curva DSC de cefuroxima sodica SQR e da amostra sob atmosfera de ar
sintético, em razbes de aquecimento de 100C........cceevevrrrrreereererrennnnnnnnes
Curva de termogravimetria (TG) de cefuroxima sdédica SQR e amostra sob
T g et 1 12 = o (IR0 (L [ oo T
Curva de termogravimetria (TG) de cefuroxima sddica SQR e amostra sob
atmosfera de NItFOGENIO. .. . ivvvieireeeeeeeeeerrrrrrrrrr e e e e e e e s e s e eereererrersnnnnnnas
Determinacdo de cefuroxima soddica 10 mg/mL por cromatografia em
camada delgada, P: SQR e A: amostra. Sistema solvente: cloroférmio:
metanol: Acido fOrmiCo (18:2:1)..iiiiiiiiiirirriierirreeee e e e e e e e e e s e s e
Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do
ultravioleta para solucdo de cefuroxima sodica SQR de 0,5 a 30,0 yg/mL......
Representacdo grafica da curva de calibragdo de cefuroxima sddica pelo
método espectrofotométrico na regido de ultravioleta em 280,0 nm.............
Reacdo de complexacdo do Fe** com a o-fenantroling..........ccceveveeevereeeennn.
Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do
visivel, L = 510 nm, para solucdo de cefuroxima sddica substancia de
referéncia de 10,0 @ 400,0 HG/ML.....ccuieeeriiiiirieee e essreee e
Representacdo grafica da curva analitica da solucdo de cefuroxima sodica
pelo método espectrofotométrico na regido do visivel em 510,0 nm..............
Representagdo grafica da curva analitica de cefuroxima sddica pelo método
espectrofotométrico na regidao do infravermelno............cocccvccvvvenieereeeeeeenn.
Delineamento 3 x 3, demonstrando a disposicdo das solucdes SQR (P) e
amostra (A) na placa de Petri, em que P1 (30 pg/mL); P2 (60 pg/mL); P3
(120,0 pg/mL); Al (30 pg/mL); A2 (60 ug/mL) e A3 (120,0 pg/mL)....ccuvuees
Representacdo grafica da curva analitica de cefuroxima sddica pelo ensaio

64

65

66

67

69

70

70

72

78

81

90

92

93

103

111



Figura 19:

Figura 20:

Figura 21:

Figura 22:

Figura 23:

Figura 24:

Figura 25:

Figura 26:

Figura 27:

Figura 28:

Figura 29:

microbiolégico — método de difusdo em agar..........ccccccrreiiirrieeneeeeeeee e,
Determinacdo da poténcia de cefuroxima soédica amostra pelo ensaio
microbiolégico — método de difusdo em agar..........cccccecvvrriiriiieneieeieeeeeeeen,
Esquema da determinacdo da poténcia da cefuroxima sodica pelo método

101 [o 10 4= o o YN

Curvas analiticas de solugbes de cefuroxima sodica SQR e amostra, em
concentracoes de 30,0; 60,0 e 120,0 pg/mL, obtidas pelo método
L0 1T [T/ <1 ol 1
Cromatograma obtido por CLAE para solugdes de cefuroxima sodica SQR:
10 HG/ML @ 15 HG/MLe i e
Representacao grafica da curva analitica da solugao de cefuroxima sodica
em concentracoes de 10 a 15 pg/mL por CLAE.........covuviieiirieiiie e
Cromatograma de cefuroxima sodica amostra, na concentracao de
12 pg/mL, representando a degradacao acida em HCl 0,1 M. Fase movel:
metanol: dgua (70:30), utilizando coluna C18 Wat 054275 (Milford, MA) de
dimensdes 150 mm x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 pm e pré-coluna
WIS, ..o
Cromatograma de cefuroxima sodica amostra, na concentracao de
12 pg/mL, representando a degradagao basica em NaOH 0,1 M. Fase movel:
metanol: agua (70:30), utilizando coluna C18 Wat 054275 (Milford, MA) de
dimensdes 150 mm x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 pm e pré-coluna
WaLEIS. ..ot
Cromatograma de cefuroxima sodica amostra, na concentracdao de
12 pg/mL, representando a degradagao oxidativa em H,0, 3%. Fase movel:
metanol: agua (70:30), utilizando coluna C18 Wat 054275 (Milford, MA) de
dimensdes 150 mm x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 pm e pré-coluna
L 1= £ PP
Cromatograma de cefuroxima sodica amostra, na concentracao de
12 pg/mL, expostos durante 90 dias, em camara climatica (40°C/75%),
representando a degradagdo térmica. Fase mdvel metanol: agua (70:30),
utilizando coluna C18 Wat 054275 (Milford, MA) de dimensdes 150 mm x
4,6 mm, tamanho de particula de 5 um e pré-coluna Waters.........ccccvererinns
Cromatograma de cefuroxima sodica amostral, na concentracdo de
12 pg/mL, exposto durante 30 dias, em lampada UVC-254 nm, 20 W (45 cm
de comprimento), com temperatura nao superior a 25°C. Fase movel:
Metanol: AgUa (70:30)...uueeeeiiiiirrreeesserrreer e s s srrrrer e s ssrrr e e s e e
Cromatograma de cefuroxima sddica amostra em sua embalagem original,

na concentracdo de 12 pg/mL, exposto durante 30 dias, em lampada UVC-

115

124

126

155

157

181

182

182

183

183



Figura 30:

Figura 31:

Figura 32:

Figura 33:

Figura 34:

254 nm, 20 W (45 cm de comprimento), com temperatura ndao superior a
250C. Fase movel: metanol: 4gua (70:30)....cceeieeeeeeeeriiiicciirrreeeeeeeeee e
Cefuroxima axetil (1) e seus produtos de degradacao: anti-cefuroxima axetil
(2) e A-3-cefuroxima axetil (3)....cooveereriiiriirrrrirr e
Representacdo grafica dos teores de cefuroxima sddica amostra obtidos
apos exposicdo em camara climatica 40 £ 2°C/75% UR por CLAE (A) e por
ensaio microbioldgico (B) por um periodo de 28 dias...........cooeevcccnnrrenrnnnnnn.
Representacdo grafica dos teores de cefuroxima sddica amostra obtidos
apos exposicdo em camara climatica 40 £ 2°C/75% UR por CLAE (A) e por
ensaio microbioldgico (B) por um periodo de 24 horas.........cceveveevereevernnennnns
Representacao grafica dos teores de cefuroxima sddica amostra obtidos
apos exposicao a radiacdo UV por CLAE (A) e por ensaio microbioldgico (B)
por Um periodo de 28 di@s.........eeerrrrruruririiiirinerrr s
Representacao grafica dos teores de cefuroxima sddica amostra obtidos
apos exposicao a radiacdo UV por CLAE (A) e por ensaio microbioldgico (B)

por Um Periodo de 24 NOFas.........eeveeeeeeeeeenrnrsnnrss e e rereeseseeeeessssssssnnnnnns

184

186

193

193

202



Tabela 1:
Tabela 2:
Tabela 3:
Tabela 4:
Tabela 5:

Tabela 6:
Tabela 7:

Tabela 8:

Tabela 9:

Tabela 10:

Tabela 11:

Tabela 12:

Tabela 13:

Tabela 14:

Tabela 15:

Tabela 16:

Tabela 17:

Tabela 18:

LISTA DE TABELAS

Propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de algumas cefalosporinas....
Parametros para estudo de estabilidade de longa duragdo...........ceevevevvvvnnnnen
Peso médio da cefuroxima sddica na forma farmacéutica injetavel.................
Solubilidade da cefuroxima sddica SQR em diferentes solventes a 25,0 °C......
Umidade da cefuroxima sodica forma farmacéutica injetavel determinada
Pelo MEtOAO GravimELriCO. . uueeeiiirrrerereeirtirer e s e sirr e e e e s e ssr e e e e e e e aanes
Absorcdo de cefuroxima sddica no infravermelho em dispersao de KBr...........
Obtencdo da curva de Ringbom de cefuroxima sddica por espectrofotometria
NO ultravioleta @ 280,0 NM.....iiiiiieiiiiiire e e e eae
Preparo da curva analitica de cefuroxima sddica por espectrofotometria no
ultravioleta @ 280,0 NM...cuuiieiiiir e e e e e ra e e e ranes
Absorvancias determinadas na obtencdao da curva analitica de cefuroxima

sddica pelo método espectrofotométrico na regiao do ultravioleta em 280,0

Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo
da curva analitica de cefuroxima sédica SQR, utilizando o método
espectrofotométrico Na regido do UV........ccuveeeeeiiiiirieeeeessiireeee s ssiree e
Precisdo do método de UV representado pelo desvio padrdo relativo para
CEfUrOXiMa SOAICA. ... v vreeeeeeieiirre e e e s e e e e s e s e s e e s s srrr e e e e s ssnnreeeeaees
Robustez do método de UV representado pela alteracdo no valor do pH de
2 B = = < PP
Robustez do método de UV representado alteragao do comprimento de onda
de 280 NM Para 283 NM..cueuiiiiciiriisieerer s rrrr s s s s s rrrrn s s s e e e s
Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sddica amostra
(750,0 mg) pelo método espectrofotométrico na regido de ultravioleta em
280,0 MMt e e
Preparo das solucdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de
cefuroxima sodica para o método espectrofotométrico na regidao de
ultravioleta em 280,0 NM.....iiie i
Teste de recuperacao de solugao de cefuroxima sddica SQR adicionada a
solucao de cefuroxima sédica amostra pelo de método espectrofotométrico
na regido do ultravioleta em 280,0 NM.....cuuieeeeiiiieiiieiie e
Obtencdo da curva de Ringbom de cefuroxima sddica + [Fe (phen);]** por
espectrofotometria na regido do visivel em 510,0 NM...ueveeeeeeeeeeeeeeeneeieeiinnns
Preparo da curva analitica de cefuroxima soddica por espectrofotometria na

regido do Visivel @ 510,0 NIM......uuiiiiiiiiiieireeeeeieesssssnranrrreererereeseeseeseeesessnnnnns

38

63
66

77

79

80

82

82

83

83

85

86

87

91



Tabela 19:

Tabela 20:

Tabela 21:

Tabela 22:

Tabela 23:

Tabela 24:

Tabela 25:

Tabela 26:

Tabela 27:

Tabela 28:

Tabela 29:

Tabela 30:

Tabela 31:

Tabela 32:

Tabela 33:

Tabela 34:

Tabela 35:

Analise de varidncia dos valores de absorvancia determinados na obtencao
da curva analitica de cefuroxima sodica SQR, utilizando o método
espectrofotométrico na regido do VISIVEL.......ceceeeeeeiiiei e,
Robustez do método espectrofotométrico na regido do visivel representado
pela mudanga do equipameNto........ccuueiiiiiiiriiin i s
Robustez do método espectrofotométrico na regiao do visivel representado
pelo aumento do comprimento de onda (515,0 NM)....ovvvviiiivieiiiiie e,
Quantidades determinadas para o doseamento cefuroxima soddica amostra
(750,0 mg) pelo método espectrofotométrico na regido do visivel em
3 0K 0 o
Preparo das solugdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de
cefuroxima sodica para o método espectrofotométrico na regido do visivel
1= 0 T 10 o T RN
Teste de recuperacao de solugao de cefuroxima sddica SQR adicionada a
solucao de cefuroxima sddica amostra pelo método espectrofotométrico........
Preparo da curva analitica de cefuroxima sddica por espectrofotometria no
INFraverMElN0.......cvvrie i e s e e e e e r e e e e e nreen
Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sddica amostra
pelo método espectrofotométrico na regiao do infravermelho............ccccvveeeee
Preparagdo das pastilhas para o teste de recuperacgdo aplicado a amostra de
cefuroxima sdédica para o método espectrofotométrico na regido do
INFraverMElN0......ccvirie e e e e arnes
Teste de recuperagao de cefuroxima sdédica SQR adicionada a cefuroxima
sodica amostra pelo método espectrofotométrico na regido do infravermelho.
Parametros testados para a avaliagdo de cefuroxima sodica por ensaio
microbiolégico-método de difusao em Agar.........covceeereiiiiiineeen e
Valores dos diametros dos halos de inibicao obtidos no doseamento de

cefuroxima sddica pelo ensaio microbioldgico pelo método de difusdo em

Robustez do método microbioldgico por difusdo em &gar, considerando a
mudanga do meio de CUtUra.........ccuveiiiiiiiiii e s
Robustez do método microbioldgico por difusdo em &agar, considerando o
solvente utilizado para diluicdo da amostra e da SQR.........cccevvriiciiiiineinnnenn.
Valores experimentais obtidos para o doseamento de cefuroxima sodica
amostra (750 mg) pelo ensaio microbioldgico difusdo em agar............cce.......
Anadlise da variancia dos dados obtidos do doseamento de cefuroxima sddica
pelo ensaio microbioldgico difUS30 €M AQar.......uurrrrrriiiinirirererrererrererees

Representacdo do esquema de preparacdao das amostras no teste de

94

94

95

97

98

99

102

105

106

106

109

112

114

114

116

116



Tabela 36:

Tabela 37:

Tabela 38:

Tabela 39:

Tabela 40:

Tabela 41:

Tabela 42:

Tabela 43:

Tabela 44:

Tabela 45:

Tabela 46:

Tabela 47:

Tabela 48:

Tabela 49:

Tabela 50:

Tabela 51:

recuperacao de cefuroxima sodica no doseamento microbioldgico método de
o1 Lo TN =Y o (T To = SO PO RRTTRRP
Valores experimentais do teste de recuperacao obtidos em amostras de
cefuroxima soédica amostra, pelo ensaio microbiolédgico, método de difusao
L2 A To - PSRRI
Parametros testados para a avaliagdo de cefuroxima sodica por ensaio
microbioldgico-método turbidimEtriCo.....uuuuiiirirririe i
Valores das absorvancias determinados para a construcdo da curva analitica
de cefuroxima sddica, pelo método turbidimeétrico...........coevvveveccnevrniienneeeennn.
Robustez do método microbioldgico pela técnica turbidimétrica, considerando
0 tEMPO dE INCUDAGA0. .. .uuvuerrrriririerieeies e e s s s e e e e s e e e e e e e e e e s nnnanes
Robustez do método microbioldgico pela técnica turbidimétrica, considerando
0 volume do Meio de CUUFA.......uviiiieers e eeees
Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo
das curvas analiticas de cefuroxima sodica, utilizando o método
(0T [T 0 < g ol T
Valores determinados para o doseamento de cefuroxima sddica amostra pelo
MELOdOo tUrbIdIMELFICO. ....cei i e e e e e
Representacao do esquema de preparacao das amostras no teste de
recuperacdo de cefuroxima sodica amostra no doseamento microbioldgico
MELOdo tUrbIdIMELIICO.....cci i e e e e e e e e e
Valores do teste de recuperacdo obtidos em amostras de cefuroxima sodica,
pelo ensaio microbioldgico, método turbidimétrico...........ccevecuevrrvirrrereeeeenenn.
Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sodica amostra
9121 [0 4413 oo (o 3o o 14411 ol T
Preparagdo das solucOes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de
cefuroxima sodica para 0 método acidimeétriCo..........ceevvvcunrrerrireeieieereeeeeeeenn.
Teste de recuperacao de solugao de cefuroxima sddica SQR adicionada a
solucdo de cefuroxima sodica amostra pelo método acidimétrico...................
Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sodica amostra
pelo método volumétrico em Meio NA0-AQUOSO....uvrreeeirrrrrreereesrisrereeesesssnneens
Preparacao das solucoes para o teste de recuperagao aplicado a amostra de
cefuroxima sodica para o método volumétrico em meio ndo-aquoso..............
Teste de recuperacdo de solucao de cefuroxima sddica SQR adicionada a
solucdo de cefuroxima sodica amostra pelo método volumétrico em meio
g F=To R Ta [0 o TN
Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sédica amostra

90 g ToTa (o] 4= w5 = P

117

118

122

125

127

127

128

128

129

130

134

135

136

140

141

142



Tabela 52:

Tabela 53:

Tabela 54:

Tabela 55:

Tabela 56:

Tabela 57:

Tabela 58:

Tabela 59:

Tabela 60:

Tabela 61:

Tabela 62:

Tabela 63:

Tabela 64:

Tabela 65:

Tabela 66:

Tabela 67:

Tabela 68:

Tabela 69:

Preparacdo das solucdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de
cefuroxima sodica para determianacao iodometrica.......ccvvvvuveeeerieiiiivneennenn,
Teste de recuperacdo de cefuroxima sddica SQR adicionada a solugdo de
cefuroxima sodica amostra por iodometria..........ccccccevuurrrmiireieree e
Parametros utilizados para a avaliacdo de cefuroxima sodica por
cromatografia liquida de alta efiCiENCia.........ccvvrererererniiiiir e,
Condicoes cromatograficas utilizadas na adequagdo de método para
quantificagdo da cefuroxima sOdica por CLAE............ceevererrmnnmnnnnisnseneeeseneens
Areas absolutas determinadas na obtencdo da curva analitica de cefuroxima
0 [Ter= I o) ol O 19 Y
Analise de variancia dos valores de area determinados na obtencdo da curva
analitica de cefuroxima sddica, utilizando 0 método CLAE........ccceeviiiireriirrennnns
Precisdao do método de CLAE representado pelo desvio padrao relativo para
o0 0 )d] 4= TR =T Yo [ or=
Robustez do método para CLAE de cefuroxima sddica pela variacdo do
ANALISEA. ..t
Robustez do método para CLAE de cefuroxima sddica pela variacao da vazao
Lo IR 7= L1 1 11 1YL= USSR

Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sddica amostra

Preparacdo das solucdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de
cefuroxima sodica para 0 MEtOdo CLAE............cevvvviiiviiivrrnrrrnrrrerrereereeee e e e
Teste de recuperacao de solugao de cefuroxima sddica SQR adicionada a
solucdo de cefuroxima sodica amostra Por CLAE.........cceeveveeveeiieisinnnnnnnnennnne.
Aplicabilidade, exatiddo e precisdo das técnicas propostas para quantificacdo
de CefUroXima SOUICA uurreererrereeeeeeierierirrrrrrerereereeeeeeeeeesesssnnnrrrrerrrrrereeeeens
Valores médios experimentais obtidos para a determinacdo quantitativa de
cefuroxima sodica amosta, pelas técnicas avaliadas.............ccccccnvrevveeneennenn.
Anadlise da varidncia dos resultados obtidos para o doseamento de
cefuroxima sodica amostra pelas técnicas propostas.............ccoeccecvvnrvenenennnn.
Quantificacao de po6 para injecao de cefuroxima sodica em sua embalagem

original mantidas em camara climatica a 40 £ 2°C/75% UR, analisados por

Quantificacao de cefuroxima sddica solucdo mantida em camara climatica a
40 £ 2°C/75% UR, analisados por CLAE..........ccuuciiiirimmnn e ennnns
Quantificacao de pd para injecao de cefuroxima sdédica em sua embalagem
original mantidas em camara climatica a 40 £ 2°C/75% UR, por ensaio

microbiolégico-método de difusao em Agar .........cvvcuerieeeiiiiiinnee e

150

151

154

154

156

158

158

159

159

161

162

162

167

168

168

188

189



Tabela 70:

Tabela 71:

Tabela 72:

Tabela 73:

Tabela 74:

Quantificacao de cefuroxima sddica solucdo mantida em camara climatica a
40 £ 2°C/75% UR, por ensaio microbiologico-método de difusao em agar.....
Quantificacao de pd para injecdo de cefuroxima sdédica em sua embalagem
original exposta a radiacdo UV, pelo método de CLAE..........ccccceeevvvvnnnniiinnenns
Quantificacdo de cefuroxima sodica solugdo exposta a radiacdo UV, pelo
MELOAO AE CLAE.....ciiiiiicieeeee e s eettreee e s s s sreeee e s s sssre e e e e s s s snnree e e e s e nnnnne e e e e e e nnnnnees
Quantificacao de po6 para injecao de cefuroxima sodica em sua embalagem
original exposta a radiacao UV, por ensaio microbioldgico-método de difusao
L2 A To - T SRS PPPTPPP
Quantificacdo de cefuroxima sodica solucao sodica exposta a radiacdo UV,

por ensaio microbioldgico-método de difusdo em agar............coeeeeeeeennnnnnnns

192

197

198

200



Lista de Abreviaturas

ATCC - American Type Culture Collection
ANOVA - analise de variancia

ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
CAS - Chemical Abstracts Service

CLAE - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
BHI - Brain-heart Infusion Agar

BV — Balao Volumétrico

DSC - Calorimetria Exploratdria Diferencial
DTA - Andlise Térmica Diferencial

e.p.m. - erro padrao da média

F cal - valor de F calculado

FM - fase movel

F tab - valor de F tabelado

GL - graus de liberdade

HPLC - High Performance Liquid Chromatography
QM — Quadrados Médios

R - Reagente

SA — Solugao Amostra

SI - Solucao Indicadora

SQR — Substancia Quimica de Referéncia

SQ: Soma dos Quadrados

SR - Solucao Reagente

TG - Termogravimetria

TSA - Tryptic Soy Agar

UV - Ultravioleta

v/v - volume em volume

Vis - Visivel



1 — Introducdo




Introducdo

As doencas infecciosas sdao responsaveis por altas taxas de mortalidade e
morbidade em muitos paises e tém sido alvo de inUmeras pesquisas por atingirem grandes
contingentes populacionais, além de representarem elevados custos sociais e econdmicos
(JONES; VARNAM, 2002).

As terapias medicamentosas sao uma parte indispensavel da vida diaria da
populagao e a promocao do uso racional dos medicamentos tem sido uma das principais
diretrizes preconizadas pela Organizacdo Mundial da Saude no sentido de orientar as
politicas nacionais de medicamentos (HARTIGAN-GO, 2002). Para alcangar este objetivo, é
fundamental a participagao ativa e consciente dos profissionais responsaveis pela prescricao
e dispensagao dos medicamentos (médicos, odontdlogos, veterinarios e farmacéuticos), além
da ampla disseminacdo junto a populagdo de informacbes corretas para a qual tem
importancia estratégica a participagao de todos os profissionais da saude.

Considerando todos os aspectos sociais e econdmicos do ramo farmacéutico,
foram implantadas novas tecnologias, surgiram distribuidoras que passaram a oferecer
matérias-primas em quantidades acessiveis, proporcionando, assim, oportunidade aos
profissionais da salude prescreverem o medicamento de forma genérica, e ao paciente, a
oportunidade de comprar seus medicamentos a um custo inferior.

O mercado nacional esta repleto de especialidades farmacéuticas contendo o
mesmo farmaco, oriundas de diferentes laboratdrios, que possivelmente adotam critérios
diversos de fabricacao. Sabe-se que a disponibilidade dos medicamentos pode ser alterada
por fatores ligados ao farmaco, a formulagdo ou aos processos de fabricacdo. Associado a
este contexto no segmento da industria de medicamentos, a Resolugdo RDC n° 16, de 02 de
marco de 2007 aprova o regulamento técnico para medicamentos genéricos e, estabelece,
entre outros, procedimentos que visam comprovar a equivaléncia terapéutica de
medicamentos aparentemente similares disponiveis a populacdo brasileira (BRASIL, 2007).

E reconhecido que o controle de qualidade é fundamental para manter o cliente
satisfeito com o produto adquirido, bem como o estabelecimento com boa reputagao. A
avaliacdo da qualidade dos medicamentos, disponiveis no mercado, € iniciativa importante,
principalmente para as ag0es dos 6rgaos de Vigilancia Sanitaria na ocorréncia de suspeita ou
denuncia de medicamentos adulterados, falsificados, com falha terapéutica e com alteracao
no aspecto e nas propriedades fisico-quimicas.

Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 2007), a responsabilidade pela qualidade
dos produtos farmacéuticos é do fabricante, que devera assegurar a confiabilidade dos

mesmos com relacao aos fins para os quais tenham sido produzidos, ndao colocando os
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pacientes em risco, em funcdo de sua inadequabilidade em termos de seguranca, qualidade
e eficacia.

Inimeros sao os relatos de falhas no controle de qualidade de medicamentos,
quer nos aspectos fisico-quimicos, quer no controle bioldgico, com prejuizos incalculaveis a
populacdo, portanto o Controle de Qualidade é aspecto fundamental na Industria
Farmacéutica. Busca-se com a sua aplicagdao garantir que as caracteristicas essenciais de
qualidade, esperadas pelo consumidor, tais como eficacia terapéutica, funcional, cosmética,
além da seguranca, estejam presentes em todos os produtos.

Assim sendo, os critérios de identidade, pureza, teor e estabilidade
tradicionalmente utilizados no controle de qualidade, sdao parametros indicativos de
qualidade, mas nao sao suficientes para assegurar a eficacia clinica dos medicamentos
(STORPIRTIS; CONSIGLIERI, 1995; DOKOUMETZIDIS, MACHERAS, 2006).

Dentro da visdo de qualidade biofarmacéutica é atribuicdo do controle assegurar
a qualidade e seguranca dos medicamentos por meio da realizacdo de estudos de
equivaléncia farmacéutica, bioequivaléncia e biodisponibilidade que visam garantir que a
dose contida na forma farmacéutica atingira os locais de acdo no organismo e apresentara o
efeito terapéutico desejado (STORPIRTIS et al., 2004).

A maioria da populacdao que ndao conhece o assunto considera a quantidade
elevada de medicamentos como simbolo de qualidade sanitaria, deixando de lado a
qualidade do produto, a sua eficacia e seguranca (STROM, 2000).

Dentre os medicamentos licenciados no Brasil pelo Ministério da Saude, as
cefalosporinas representam o maior nimero de inovagbes no tratamento antimicrobiano
(PICHICHERO; CASEY, 2007; JONES et al., 2007). Representam, sem duvida, um importante
e crescente grupo de antibidticos na medicina atual.

Esta classe tem recebido muita atencdo clinica em virtude de sua eficacia no
tratamento de diversas infecgdes, tais como otites, pneumonias, faringites, infeccoes
urindrias, de pele, ossos, oportunistas e septicemia, além do uso profilatico e pos-operatoério
(HENRY; HOECKER; RHODES, 2000; PONG; BRADLEY, 2005; MAZZEI et al., 2006; JONES,
2007).

Das cefalosporinas de segunda geracao, a cefuroxima sddica (CAS 56238-63-2) é
uma cefalosporina de amplo espectro, que tem farmacocinética bem definida apds
administragao intravenosa (I.V.) e intramuscular (I.M.), indicada nas infecgbes provocadas
por micro-organismos Gram-positivos € Gram-negativos. Porém, ndo tem atividade sobre

enterococos, estafilococos resistentes a meticilina e Pseudomonas aeruginosa. A cefuroxima
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sddica é bastante ativa contra o Haemophillus influenzae, Neisseria gonorrhoeae e
Haemophillus influenzae meningitis (\WOZNIAK; HICKS, 1991; MCEVOQY, 2003).

Esta substancia é comercializada no Brasil com o nome comercial de Cefuromax®
(Itafarma), Cefuroxima sodica® (Eurofarma), Zencef® (Cellofarm), Medcef® (Bergamo),
Cefuroxima sddica® (Novartis) e Zinacef® (Glaxo Smithkline), sendo este dltimo o
medicamento de referéncia. As amostras desta pesquisa sao ampolas contendo 750 mg de
cefuroxima sodica.

A 322 edicao da Farmacopeia Americana (USP, 2009a) preconiza a cromatografia
liguida de alta eficiéncia para determinacdo da qualidade da cefuroxima sédica matéria-prima
e na forma injetavel, utilizando tampao acetato e acetonitrila como fase mdvel.

Portanto, apesar deste farmaco ser altamente estudado e pesquisado no que
concerne a atividade antimicrobiana, farmacocinética e farmacodinamica, ha poucos estudos
na literatura em relagdo ao desenvolvimento de metodologia analitica para esta
cefalosporina. Desta forma, pesquisas envolvendo métodos analiticos sdo de fundamental
importancia e altamente relevantes para aperfeicoar sua analise na industria farmacéutica e

garantir a qualidade do produto comercializado.
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Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo o desenvolvimento e a validagao de
métodos de analise fisico-quimicos e microbioldgicos, para a cefuroxima sodica forma
farmacéutica injetavel, comercializada no mercado brasileiro, baseado em métodos gerais de
andlise para cefalosporinas, utilizando reacdes para o farmaco de acordo com suas
caracteristicas estruturais e determinar o(s) fator(es) capaz(es) de alterar a estabilidade
quimica de cefuroxima sodica na forma solida (pd para solucdo injetavel) e em solugao,
conforme descrito a seguir:

. desenvolvimento e validacdo de métodos de andlise de cefuroxima
sddica por espectrofotometria na regiao do ultravioleta;

. desenvolvimento e validacdo de métodos de anadlise de cefuroxima
sddica por espectrofotometria na regiao do infravermelho;

o desenvolvimento e validacdo de métodos de anadlise de cefuroxima
sddica por espectrofotometria na regiao do visivel;

. desenvolvimento e validacao de métodos de andlise de cefuroxima
sddica por volumetria em meio ndo-aquoso;

o desenvolvimento e validacao de métodos de andlise de cefuroxima
sddica por iodometria;

. desenvolvimento e validacado de métodos de andlise de cefuroxima
sédica por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

. desenvolvimento e validagdo de métodos de analise microbioldgica de
cefuroxima sddica por difusao em agar e por turbidimetria;

o desenvolvimento e validacao de métodos de andlise de cefuroxima
sddica por acidimetria;

. desenvolvimento de método de andlise de cefuroxima sddica por
analise térmica (DSC — Differential Scanning Calorimetry);

. analise comparativa das técnicas propostas;

o realizacdo de testes de estabilidade de cefuroxima sddica na forma
sélida (p6 para solucdo injetavel) e em solugao (solucdo aquosa), a fim de verificar possiveis
degradacOes desta cefalosporina frente a condicOes e fatores especiais, tais como luz e

temperatura.
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3. AGENTES BACTERIANOS CAUSADORES DE INFECGOES E SEUS TRATAMENTOS

Na Ultima década, uma série de estudos informam mudancas evidentes nos
agentes causadores de septicemia em pacientes neonatais, com um numero alto de
fracassos terapéuticos dos esquemas de tratamento (BIZZARRO et al., 2008).

Haemophillus influenzae é um cocobacilo aerdbico, Gram-negativo e um
importante causador de mortalidade em criangas, especialmente menores de 5 anos de
idade. Sua acao inclui o trato respiratdrio, artrite, meningite, celulite bem como bacteremia e
septicemia (WENGER; WARD, 2004). A literatura também revela varios casos de infecgao
pulmonar cronica causada por H. influenzae em ambiente hospitalar (GOUGH et al., 1990;
GOETZ et al., 1994; NAZIR et al., 2004). Em seus estudos, Dort e colaboradores (2007)
relataram sobre os problemas causados por H. /influenzae, tais como doenca pulmonar em
pessoas idosas, facil transmissdo da doenga de pessoa a pessoa e o envolvimento de
organismos resistentes a p-lactamases.

Outras infecgbes comuns causadas por H. influenzae sao a otite aguda (BLOCK
et al., 2007) e a peritonite em criancas e adultos com cirrose e sindrome nefrética (GHOSH,;
ERAS, 2007).

Do uso descontrolado de agentes antimicrobianos para tratar infecgdes comuns,
os antibiodticos correspondem a 12% de todas as prescricdes ambulatoriais (WANNMACHER,
2004), gerando uma questao de saude publica (GUPTA et al., 2004). Esta quantidade de
prescricao vem contribuir para o grande avango da resisténcia de micro-organismos Gram-
negativos e Gram-positivos (PICHICHERO et al., 2000; BRONZWAER et al., 2002; DOERN;
BROWN, 2004; FELMINGHAM et al., 2005; JOHNSON et al., 2006).

No Brasil, durante o periodo de vacinacdo, de 1990 a 1999, a incidéncia de
meningite tipo b causada por H. influenzae em criangas entre 1 e 4 anos e acima de 4 anos
foi de 22,3 e 8,8 casos por 100.000 habitantes, respectivamente (FUNASA, 2008). A
letalidade de casos nestas idades foi de 19,9% e 17,1%, respectivamente. Até a introducao
do controle vacinal, em 1998, H. influenzae do sorogrupo b (HI-b) foi um importante agente
bacteriano causador de processos infecciosos como as osteomielites, pneumonias e
meningites (FREITAS; HAMANN, 2004).

Complicagbes no tratamento de otite aguda tém sido frequentes em paises em
desenvolvimento por causa da resisténcia dos micro-organismos a farmacos (BROOK, 2004).
O grande indice de resisténcia entre os agentes causadores de otite aguda (HOBAN;
FELMINGHAM, 2002; JACOBS et al., 2003; DOERN; BROWN, 2004; JOHNSON et al., 2006)

tem resultado na necessidade da utilizacao de agentes antimicrobianos de amplo espectro
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mais eficientes (APPELBAUM, 2005). Este assunto tem nao somente complicado as decisdes
sobre o tratamento, mas também tem aumentado o interesse sobre a origem da resisténcia
antimicrobiana e o aumento do custo da terapia antimicrobiana (BLOCK et al., 2007).

Por muitos anos, ampicilina e cloranfenicol foram recomendados para o
tratamento de meningite em criangas. Entre 1972 e 1974, o primeiro isolado de H. influenzae
resistente a ampicilina foi encontrado na Europa e nos Estados Unidos e depois sua
prevaléncia e sua propagacao foram rapidas pelo mundo (JORDANS; SLACK, 1995).

H. influenzae é a maior causa de infeccdo respiratdria adquirida e o aumento de
antimicrobianos resistentes a H. influenzae tem sido largamente relatado (VERHOEF;
GILLISSEN, 2003; KOETH et al., 2004).

Em seus estudos, Doern e colaboradores (2001) demosntraram que 55,7% de
isolados de Streptococcus pneumoniae exibem alto nivel de resisténcia a penicilina.
Aproximadamente 31% de isolados de H. influenzae e 92% de isolados de Moraxella
catarrhalis sao resistentes, devido a producao de B-lactamase (THABAUT et al., 1994;
HOBAN et al., 2001).

Em seu trabalho, Lee (2002) utilizou cefuroxima sddica no tratamento de
pacientes com bronquite cronica devido a sua eficacia clinica e bacterioldgica, seguranca e
tolerabilidade do medicamento, bem como a facil administracao, custo e a disponibilidade do
paciente em continuar o tratamento.

Neisseria gonorrhoeae causa uma doenca sexualmente transmissivel que afeta
primeiramente o tecido da mucosa epitelial do trato urogenital (WANG, 2008), causando,
quando ndo tratada, uretrite e inflamacado pélvica (ISON et al., 1998; LLANES et al., 2003).

Devido ao recente aumento da resisténcia de fluoroquinolonas sobre outros
agentes usados no tratamento de doenca gonogocdcica, faz-se necessario a avaliacao de
outros modelos de agentes antimicrobianos (KAM et al., 2003; VENERANDA et al., 2003;
DAIKQS, 2007; LOPES, 2007). A frequéncia de infeccdo gonocdcica é alta e a prevaléncia de
resisténcia antimicrobiana, especialmente a penicilina, tetraciclina e levofloxacino sao
grandes (MORENCY et al., 2001; VAN DYCK et al., 2001a; 2001b; LOPES, 2007).

Considerando que a infeccdo é assintomatica, a falta de prevencao, a
imunodeficiéncia adquirida e a mudanga do comportamento sexual sdo os principais fatores
que contribuem para a disseminagao de N. gonorrheae e o desenvolvimento de sua
resisténcia (JONES et al., 2005a).

Também, o surgimento e o aumento da resisténcia de N. gonorrhoeae a certas
cefalosporinas tém sido reportados por Ison e colaboradores (1998); Forsyth e
colaboradores (2000), Tanaka e colaboradores (2004) e Furuya, Tanaka (2009).
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Em relagdo a outros agentes, Hoeger (2004) demonstrou grande atividade de
cefuroxima soédica em dermatites causadas por Staphylococcus aureus, sendo que
anteriormente foram utilizados eritromicina, roxitromicina, acido fusidico, amoxicilina e
clindamicina sem sucesso.

Também, a alta resisténcia ao clotrimazol e a ampicilina foi detectada no
tratamento contra Escherichia colj, sendo que o uso de cefuroxima sddica foi completamente
eficiente (KARLOWSKY et al., 2002; RAFALSKII et al., 2004).

3.2 CEFALOSPORINAS

A descoberta das cefalosporinas ndao foi uma questdo de sorte. As exigéncias
durante a segunda guerra mundial estimularam a busca para os antibidticos produzidos por
micro-organismos (EL-SHABOURY et al., 2007).

Cefalosporinas consistem na fusao de dois anéis, o B-lactdmico e o diidrotiazina,
conhecido com acido 7-aminocefalosporanico e uma variedade de cadeias substituintes em
C3 (R2) e C7 (R1) (OMAR; ABDELMAGEED; ATTIA, 2009).

A estrutura quimica da cefalosporinas esta apresentada na Figura 1.

Os compostos que contém 7-ACA sao relativamente estaveis em acido diluido e
altamente resistente a penicilinase, independentemente da natureza de suas cadeias laterais
e da sua afinidade com a enzima (HARDMAN; LIMBIRD, 2006). Subsequentemente, este
composto foi modificado pelo acréscimo de diferentes cadeias laterais para formar toda uma
familia de antibidticos a qual pertence as cefalosporinas (NEMUTLUA et al., 2009).
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Figura 1: Férmula estrutural das cefalosporinas.

A tensao gerada pelo éster localizado na posicao quatro do anel B-lactamico e a
distorcdo da geometria planar no sistema biciclico, pode ser um dos fatores essenciais para a
reatividade quimica elevada destes os compostos, mas Van Krimpen e colaboradores (1987)
demonstraram em uma analise critica que os fatores mencionados sdo menos importantes
para a reatividade e atividade bioldgica do que suposto previamente. Segundo El-Shaboury e
colaboradores (2007), outros fatores importantes sao essenciais para a atividade bioldgica,
como o transporte no sistema bioldgico, a ligacao do antibidtico ao local do receptor e a
inibicdo dos sistemas relevantes da enzima. Além do anel B-lactdmico, os substituintes no
C3, C4 e C7 sao igualmente importantes para sua atividade bioldgica (VAN KRIMPEN et al.,
1987; NEMUTLUA et al., 2009).

Sao utilizadas particularmente no tratamento de infecgdes bacterianas de diversos
tipos e também para o tratamento de infeccOes cujos agentes antimicrobianos apresentam
grande resisténcia (MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002; PICHICHERO, 2007). Elas sdo
largamente usadas em infeccdes do trato respiratorio, prostatites, infecgdes do trato urinario
e pele (HENRY; HOECKER; RHODES, 2000; PONG; BRADLEY, 2005; MAZZEI et al., 2006;
JONES, 2007). Também sdo utilizadas na terapia clinica devido a suas propriedades
farmacocinéticas e antibacterianas (JAMASBI et al., 2007; OMAR; ABDELMAGEED; ATTIA,
2009) atuando em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

A primeira fonte das cefalosporinas, o Cephalosporium acremonium, foi isolado
em 1948 por Brotzu, do mar proximo a uma saida de esgoto na costa da Sardenha.
Constatou-se que os filtrados nao-purificados de culturas deste fungo inibiam o crescimento

in vitro de Staphylococcus aureus e curavam as infecgOes estafilococicas e a febre tiféide nos
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seres humanos (AL-MOMANI, 2001; MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002; HARDMAN;
LIMBIRD, 2006; SAMANIDOU et al., 2003). Verificou-se que os liquidos das culturas nos
quais os fungos da Sardenha foram cultivados, continham trés antibidticos especificos, que
foram denominados cefalosporina P, N e C. Com o isolamento do nucleo ativo da
cefalosporina C, o acido 7-aminocefalosporanico, € com o acréscimo de cadeias laterais,
tornou-se possivel produzir compostos semi-sintéticos com atividade antibacteriana muito
maior que a da substancia original (HARDMAN; LIMBIRD, 2006; HADLEY; FRITSCHE, 2007;
EL-SHABOURY et al., 2007; OMAR; ABDELMAGEED; ATTIA, 2009).

A cefalosporina C foi a primeira a ser isolada e uma modificacdo quimica na sua
estrutura permitiu a producdo de varios antibidticos assemelhados as penicilinas, mas com a
caracteristica de serem resistentes a B-lactamase, além de serem ativos contra micro-
organismos Gram-positivos e Gram-negativos (THOGPOON et al., 2005).

Parece que as modificacOes efetuadas na posicao sete do anel p-lactamico estdo
associadas a alteracao da atividade antibacteriana, enquanto as substituicoes na posicao trés
do anel diidrotiazina estao associadas a alteragdbes no metabolismo e nas propriedades
farmacocinéticas dos farmacos (BROOKS et al., 2001; HARDMAN; LIMBIRD, 2006).

O crescimento explosivo das cefalosporinas durante a Ultima década desafiou os
eventos mais lembrados do passado e estabeleceu um sistema de classificagdao muito
apropriado (HARDMAN; LIMBIRD, 2006; HADLEY; FRITSCHE, 2007; EL-SHABOURY et al.,
2007; OMAR; ABDELMAGEED; ATTIA, 2009). Em geral, a progressao da primeira para a
quarta geragao esta associada ao aumento do espectro de atividade contra Gram-negativos,
alguma reducdo no espectro contra Gram-positivos e aumento da resisténcia a B-lactamases
(EL-SHABOURY et al., 2007).

A classificagdo por geragdes (SCHOLZ; NABER, 1999) baseia-se nas
caracteristicas gerais da atividade antimicrobiana. As cefalosporinas de primeira geracdo,
representadas pela cefalotina e cefazolina, tém boa atividade contra bactérias Gram-positivas
e atividade relativamente moderada contra micro-organismos Gram-negativos. A maioria dos
cocos Gram-positivos é sensivel, exceto enterococos, S. aureus resistentes a meticilina e
Streptococcus epidermidis. Os anaerdbios da cavidade oral sdo, em sua maioria, sensiveis,
porém o grupo do Bacteroides fragilis é resistente. A atividade contra Moraxella catarrhalis,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis é satisfatoria (RODENAS et al.,
1997; MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002; SAMANIDOU et al., 2003; AMIN; RAGAB, 2004;
HARDMAN; LIMBIRD, 2006).

As cefalosporinas de segunda geracdo exibem uma atividade ligeiramente

aumentada contra os micro-organismos Gram-negativos, mas sao menos ativas do que os
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agentes de terceira geracao. Um subgrupo de agentes de segunda geracao (cefoxitina,
cefotetano e cefmetazol) também é ativo contra o grupo do B. fragilis (RODENAS et al.,
1997; MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002; SAMANIDOU et al., 2003; AMIN; RAGAB, 2004;
HARDMAN; LIMBIRD, 2006).

As cefalosporinas de terceira geracao sao, em geral, menos ativas que as de
primeira geragao contra cocos Gram-positivos, mas sao muito mais ativas contra as
enterobactérias, incluindo as cepas produtoras de B-lactamase. Um subgrupo de agentes de
terceira geracao (ceftazidima e cefoperazona) também exibe atividade contra A. aeruginosa,
porém € menos ativo do que outros agentes de terceira geracao contra cocos Gram-positivos
(RODENAS et al., 1997; MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002; SAMANIDOU et al., 2003; AMIN;
RAGAB, 2004; HARDMAN; LIMBIRD, 2006).

As cefalosporinas de quarta geracao, como a cefepima, tém espectro ampliado de
atividade em comparacdo com as de terceira geracao e exibem maior estabilidade a hidrdlise
por B-lactamases mediadas por plasmideos e cromossomos. Os agentes de quarta geracao
podem ter utilidade terapéutica particular no tratamento de infecgbes causadas por bacilos
Gram-negativos aerdbios resistentes as cefalosporinas de terceira geracdo (RODENAS et al.,
1997; SAMANIDOU et al., 2003; MARTINEZ et al., 2002; AMIN; RAGAB, 2004; HARDMAN;
LIMBIRD, 2006).

A resisténcia das cefalosporinas pode estar relacionada a incapacidade do
antibidtico de atingir seu local de acdo; a alteracdes nas proteinas de ligacdao (PBP) ou a
enzimas bacterianas (B-lactamases) capazes de hidrolisar o anel B-lactémico e inativar a
cefalosporina (TENOVER, 2006). Entretanto, as cefalosporinas tém sensibilidade variavel as
B-lactamases: entre os agentes de primeira geracdo, a cefazolina é mais sensivel a hidrolise
pela B-lactamase do S. aureus do que a cefalotina. A cefoxitina, a cefuroxima sddica e as
cefalosporinas de segunda geracao sao mais resistentes a hidrolise pelas p-lactamases
produzidas por bactérias Gram-negativas do que as de primeira geracao. As cefalosporinas
de terceira geracao, entre elas a ceftazidima e cefoperazona, sao sensiveis a hidrélise por B-
lactamases induziveis e codificadas por cromossomos (tipo I). As cefalosporinas de quarta
geracao, como a cefepima, sao indutoras fracas das B-lactamases do tipo I e sdao menos
sensiveis a hidrélise por B-lactamases do tipo I do que os agentes de terceira geracao
(JONES; VARNAM, 2002; SAMANIDOU et al., 2003; KIMURA et al., 2004; HARDMAN;
LIMBIRD, 2006; KIRATISIN et al., 2007).

As propriedades farmacocinéticas das cefalosporinas sao bastante idénticas
(DOLLERY, 1999; MARTINDALE, 2007). A Tabela 1 resume as propriedades de alguns

membros da classe. Estes antibidticos tém grande volume de distribuicao e sao eliminados
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principalmente por excrecao renal. Dentre esta generalizacdo, ha algumas que tém bastante

diferenca. Quanto a acdo, os antibidticos PB-lactamicos tém a capacidade de inibir o
crescimento ou mesmo matar as bactérias sensiveis (HARDMAN; LIMBIRD, 2006; HADLEY;
FRITSCHE, 2007; EL-SHABOURY et al., 2007; OMAR; ABDELMAGEED; ATTIA, 2009).

Os niveis séricos obtidos apds administracdo parenteral sao elevados e

prolongados. ConcentragOes terapeuticamente ativas sdao detectadas no soro, mesmo 8 a 12

horas apds a administracdo intramuscular ou endovenosa (EL-SHABOURY et al., 2007;
OMAR; ABDELMAGEED; ATTIA, 2009).

Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas de algumas cefalosporinas

LIGAGAO A ~

z MEIA - P EXCRECAO
FARMACO pkKa SAL VIDA (h) PRO('I‘;ZI)NAS URINARIA (%)

cefaclor 8,03 mono-hidratado 0,5-1 24,7 85, inalterada
cefadroxil 2,6;7,3 anidro 1,5 20 90, inalterada
cefalexina 5,3;7,3 mono-hidratado 1 6-15 80, inalterada

cloridrato
cefalotina 2,2 s6dico 0,25-0,89 65 70, inalterada e como
metabolito
cefazolina 2,1 sodico 1,8 74-86 80, inalterada
cefoxitina 3,5 sodico 1 65-80 85, inalterada
cefpiroma - sulfato 1,4-2,3 8,2-11,7 80-90, inalterada
. 1,8; 2,7; . .

ceftazidima 41 penta-hidratado 1,8-2,2 10 80-90, inalterada
ceftriaxona 2,95 di-hidratado 6-9 95 40-65, inalterada
cefuroxima 2,5 sédico e axetil 1,25 30 35, inalterada

sodica

*Fonte: EL-SHABOURY; SALEH; MOHAMED; RAGEH, 2007

Daniela Critina de Macedo Vieira 38



Revisdo da Literatura

3.3 CEFUROXIMA SODICA

A cefuroxima sddica € um antibidtico B-lactdmico semi-sintético de amplo
espectro para administracdo parenteral. E o (6R,7R) — 3 - [[(aminocarbonil)oxi]metil] - 7- [[2
- (2 - furil) -2 - (metoxiimino)acetil]amino] — 8 —oxo — 5 — tia — 1 — azabiciclo [4.2.0] oct — 2
— ene — 2 — carboxilato de sodio.

Sua formula empirica é CiHisNsNaOgS, com peso molecular de 446,36 g/mol
(USP, 2009a; BP, 2010).

A estrutura quimica da cefuroxima sodica esta representada na Figura 2.

CH3 COgNa O
|
.0 O
NTT NT S 0”7 TNH,
0 N--
| HoH D
\ 0

Figura 2. Estrutura quimica da cefuroxima sddica.
(CAS 56238-63-2)

A diferenca estrutural entre a cefuroxima sddica e outras cefalosporinas é o grupo
metoxiamino na posicao 7 que apresenta estabilidade contra hidrolise de beta-lactamases e
0 grupo carbamato na posigao 3 que confere estabilidade metabdlica (GREENWOOD et al.,
1976; O'CALLAGHAN et al., 1976; RYAN et al., 1976).

E um antibidtico bactericida, apresentando atividade /7 vitro contra bactérias
Gram-positivas € Gram-negativas e em relacdo a enterobactérias seu espectro € maior do
que as cefalosporinas mais antigas (SCOTT et al., 2001; JONES et al., 2005b).

A cefuroxima sddica é resistente a B-lactamases e exibe efeito por inibir a sintese
da parede bacteriana e excitar enzimas autoliticas (AKIO et al., 1999).

A ligagao a proteinas € moderada, aproximadamente 33%. Penetra as meninges
inflamadas e atinge concentracdes no liquor adequadas ao tratamento de meningite
bacteriana.

Sua meia-vida plasmatica é de cerca de 1,3 h (MARTINDALE, 2007). Quando
administrada por via intramuscular, atinge concentracao sérica maxima de 27 pg/mL, em 45
minutos, apds dose de 750 mg; a concentragdo maxima na urina, apds dose de 750 mg, é
de 1300 pg/mL (IVANA; LJILJANA; MIRA, 2006).
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Administrada por via intravenosa, atinge a concentracao sérica maxima, ao
término da infusdo, de 50 pg/mL apds dose de 750 mg e 100 pg/mL apds dose de 1,5 g; a
concentracdo maxima na urina € de 1150 pg/mL apds dose de 750 mg e 25000 pg/mL apds
dose de 1,5 g (IVANA; LJILJANA; MIRA, 2006; EL - SHABOURY et al., 2007; OMAR;
ABDELMAGEED; ATTIA, 2009).

E excretada principalmente pela urina, por filtracdo glomerular e secrecdo
tubular; 48 a 52% sao eliminados dentro de 12 horas e o total excretado em 24 horas chega
a 90-95% (BRUNTON et al., 2006).

E a Unica cefalosporina de segunda geracdo que penetra adequadamente o
liquor; por isso, dentre as parenterais, parece ser a mais Util clinicamente, sobretudo na
meningite causada por patdgenos comuns. E mais eficaz que outras cefalosporinas no
tratamento de infeccbes do trato urinario (KOROLKOVAS, 2006; IVANA; LJILJANA; MIRA,
2006).

As reacoes adversas sao pouco frequentes e incluem reagdes por
hipersensibilidade, inclusive exantema cutaneo, urticaria, prurido, febre, doenca do soro e
anafilaxia, eritema multiforme, sindrome de Stevens-Johnson e necrose epidérmica toxica
(necrose exantematica) (KATZUNG, 2005). Também foram observados diarreias, nauseas e
vomitos, colite pseudomembranosa, cefaleia, eosinofilia, incremento transitério dos niveis
das enzimas hepaticas ALT (SGPT), AST (SGOT) e LDH. Raramente foi informada ictericia.
Em algumas ocasides, observou-se tromboflebite apds a injecao intravenosa de cefuroxima
sodica (BRUNTON et al., 2006).

A cefuroxima sddica injetavel em doses elevadas deve ser administrada com
precaucdo em pacientes que recebem diuréticos potentes e aminoglicosideos
concomitantemente; foi informada perda leve ou moderada da capacidade auditiva em
alguns pacientes pediatricos; observou-se a persisténcia de cultivos positivos a H. influenzae
em liquido cefalorraquidiano, por um periodo de 18 a 36 horas (EL-SHABOURY et al., 2007;
OMAR; ABDELMAGEED; ATTIA, 2009).

A solucao injetavel de cefuroxima sddica nao deve ser misturada na mesma
seringa com antibidticos aminoglicosideos. A solugcdo de bicarbonato de sddio injetavel nao é
recomendavel para a diluicdo de cefuroxima sodica. As variagdes na intensidade da cor
amarela das solug0es injetaveis recém-preparadas nao indicam nenhuma mudanga, tanto na
eficacia quanto na seguranca do farmaco (BRUNTON et al., 2006).

Cefuroxima sodica é ativa contra cepas resistentes a ampicilina e a amoxicilina,
em geral contra Escherichia col, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Haemophillus

influenzae, Neisseria gonorrhoeae, Salmonella spp, Staphylococcus aureus e S. epidermidis,
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Streptococcus pyogenes, S. pneumonia€, Bordetella pertussis. Nao sdo suscetiveis a
cefuroxima sodica Pseudomonas, Helicobacter (Campylobacter), Staphylococcus aureus e S,
epidermidis resistentes a meticilina e enterococos (BRUNTON et al., 2006).

Portanto, os antibidticos representam uma porcentagem significativa de
medicamentos no que diz respeito aos cuidados com a saide (NUNES, 2006). Se for tida em
consideracdo a vertente microbioldgica do uso indiscriminado de antibidticos, com o
aumento do risco de aparecimento de cepas resistentes e o0 seu impacto na saude publica e
nos servicos de saude, o desenvolvimento de novas metodologias para melhorar o controle
de qualidade destes medicamentos é de fundamental importancia para aperfeicoar a

utilizagdo de novos antibidticos.

3.4 CONTROLE DE QUALIDADE

O alvo da andlise de medicamentos (com énfase na analise industrial) é a

investigacdo analitica de:

e matérias-primas;

e produtos intermediarios;

e produtos de pesquisa;

e formulagao do medicamento;

e impurezas e produtos de degradacao;

e amostras bioldgicas que contém o farmaco e seus metabdlitos;
e validacao de processos de limpeza;

com o objetivo de obter dados para contribuir com:

e a alta qualidade;

e 0 maximo de seguranca e eficacia e

e 0 maximo de economia para a fabricacdo do farmaco (GOROG, 2008).

A definicdo de qualidade de farmacos segundo a ICH (International Conference
on Harmonization, 2005) é a seguinte: “A conformidade de uma substancia ou produto deve
estar de acordo com seu uso pretendido”. Este termo inclui atributos como identidade,
pureza e caracterizagao (FDA, 1999).

O Controle de Qualidade consiste um conjunto de operagdes cujos objetivos
incluem a obtencdao de medicamentos cada vez melhores, mais eficazes, seguros € menos
tdxicos. Antigamente, as solucdes para estes problemas eram feitos intuitivamente e com

base em observacdes e referéncias populares, isto €, empiricamente. Nas décadas
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posteriores, isto é feito racionalmente fixando-se hipdteses prévias que podem ou ndo ser
comprovadas experimentalmente (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003). Outro objetivo do
controle de qualidade é verificar se o produto estad em conformidade com as especificacdes
farmacopeicas. A nao-conformidade representa um somatorio de atribuicdes para a empresa
gue podem resultar, além dos prejuizos decorrentes do retrabalho, a perda de credibilidade
e até a cassacdo da licenca de funcionamento e do registro do produto. Para o paciente, a
falta de qualidade do medicamento ocasiona sérios transtornos com o comprometimento da
sua saude (PEIXOTO Jr. et al., 2005).

A producao de medicamentos de alta qualidade e a conservagao desta qualidade,
durante todo o processo de comercializacdo, interessa tanto aos fabricantes, quanto aos
consumidores. Varios modelos de sistemas tém sido implementados visando assegurar a
qualidade dos medicamentos (GOROG, 2008).

Na década de 60 surgiram sistemas importantes de controle de qualidade dentre
eles o PDCA, a estratégia benchmarking, a metodologia dos seis sigma, o Just in Time (JIT),
o0 Material Requirements Planning (MPR), o Optimized Production Technology (OPT), o
brainstorming, o diagrama de Ishikawa, o plano de acao 5W2H, as folhas de verificacao,
incluindo as Boas Praticas de Fabricacao, o Controle de Qualidade Total e a ferramenta 5S:
seiri (utilizacdo), seisé (limpeza), seiton (organizacdo), seiketsu (asseio) e shitsuke
(disciplina) (RIBEIRO, 2006).

Na década de 70 surge a Garantia da Qualidade, que assegura apoio, com
procedimentos, equipamentos adequados, pessoal qualificado e treinado para desenvolver
em conjunto com os diversos setores envolvidos nos processos produtivos, as atividades
necessarias para garantir a homogeneidade e qualidade dos produtos fabricados (JURAN,
1990).

Sem invalidar os conceitos anteriores, em 1987 surgem sistemas envolvendo
certificacdo, respaldados em normas internacionais ISO (International Standard
Organization), particularmente a série 9000. Tamanha foi sua influéncia, que a Food Drug
Administration (FDA) realizou trabalho de compatibilizacdo entre seu ja tradicional sistema
de Good Manufacturing Practices (GMP) e a ISO 9000. As necessarias atualizacOes se fazem
imprescindiveis, assim € usual a sigla cGMP (current Good Manufacturing Practices), cujo
indicativo de atual (current), expressa a constante revisdo do sistema (MARANHAO, 2006).

O controle de medicamentos, nao é, sem dudvida alguma, um processo
estacionario; evolui sempre, de acordo com os problemas que vao surgindo (SANTORO,
1988). A qualidade de um produto pode ser considerada como um conjunto de

caracteristicas e propriedades que o tornam satisfatdrio para o atendimento as necessidades
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dos consumidores. Em vista disso, a avaliacdo da qualidade dos medicamentos na indUstria
farmacéutica representa uma etapa indispensavel para a sua comercializacao em condigOes
adequadas (PEIXOTO Jr. et al., 2005).

Para o paciente, a administragao de medicamentos com qualidade, seguranca e
eficacia é imprescindivel, considerando-se que o doente necessita do farmaco para obter
uma melhoria ou cura dos processos patoldgicos, garantindo seu bem estar fisico, social e
mental e a melhoria na sua qualidade de vida (PEIXOTO Jr. et al., 2005).

Independentemente do modelo do sistema de controle de qualidade adotado, no
caso de medicamentos, ha a necessidade de serem estabelecidos padrdes ou niveis de
qualidade idealizados para cada produto, cujo modelo deve ser atingido em cada lote
produzido, de forma que o profissional, ao prescrever uma medicagao e, sobretudo o préprio
paciente tenha seguranca quanto ao seu efeito (SANTORO, 1988).

Uma variedade de técnicas, apresentando 6tima linearidade, tem sido descrita
para determinacdo de antimicrobianos na forma pura, em preparacOes farmacéuticas e
fluidos bioldgicos. Estes técnicas incluem espectrofotometria (CHAUDHARI et al., 2006;
PATEL et al.,, 2006; EL-SHABOURY et al., 2007; MORENO; SALGADO, 2008);
espectrofotometria de absorcdo atomica (SALEM; ASKAL, 2002), fluorimetria (NAVARRO et
al., 1999; MA et al., 2000; KAI et al., 2003; BEBAWY et al., 2003; EL-SHABOURY et al.,
2007), polarografia (IVASKA; NORDSTROM, 1983), cromatografia liquida de alta eficiéncia
(MARONA; SCHAPOVAL, 1999; KAKUMANU et al., 2006; CAN; ALTIOKKA; ABOUL-ENEIN,
2006; TOZO; SALGADO, 2006; MORENO; SALGADO, 2008), eletroforese capilar (GASPAR et
al., 2002; STEPPE et al., 2003), quimioluminescéncia (LI; LU, 2006; THONGPOON et al.,
2006; ALARFAJ; EL-RAZEQ, 2006), CLAE com detecgao por quimioluminescéncia (MIYAWA et
al., 1998; KAI et al., 2003; LENEHAN et al., 2004), cromatografia em camada delgada
(KRZEK; DABROWSKA-TYLKA, 2003) e microbioldgico (EV; SCHAPOVAL, 2002; SOUZA;
BITTENCOURT; SOUZA-FILHO, 2004). Nos ultimos anos, o método microbioldgico provou ser
um grande procedimento analitico para medida destes farmacos, por causa de sua
especificidade, rapidez e sensibilidade (GOMES; SALGADO, 2006; SALGADO; LOPES;
LUCCHESI, 2006; TOZO; SALGADO, 2007; MORENO; SALGADO, 2008).

O método oficial de anadlise para cefuroxima sddica pé para solucdo injetavel
descrito na literatura é a cromatografia liquida de alta eficiéncia utilizando tampao acetato
pH 3,4 e acetonitrila como fase mdvel (USP 32, 2009). Entretendo existem outros métodos
descritos na literatura para determinacdo em fluidos bioldgicos (EL-GINDY et al., 2000; CAN;
ALTIOKKA; ABOUL-ENEIN, 2006; DENOOZ; CHARLIER, 2008; PARTANI et al. 2010) e em
medicamentos (IVANA, LJILJANA, MIRA, 2006; ZAJAC et al., 2003; CAN; ALTIOKKA; ABOUL-
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ENEIN, 2006; CHAUDHARI et al., 2006; JELINSKA et al., 2006; RANJANE et al., 2008) para a

forma acetilada da cefuroxima.

3.4.1 Estudos de Estabilidade

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (BRASIL, 2005), a
estabilidade de produtos farmacéuticos depende de fatores ambientais como temperatura,
umidade e luz, e de outros relacionados ao proprio produto como propriedades fisicas e
quimicas de substéncias ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua
composicao, processo de fabricacdo, tipo e propriedades dos materiais de embalagem.

A maioria dos farmacos esta sujeita a alguma forma de decomposicdo quimica ou
fisica. Algumas classes quimicas sao mais vulneraveis e tendem a se decompor mesmo em
condigdes brandas.

As condigBes externas envolvidas na deterioracao de farmacos e medicamentos
sao tidas como fatores extrinsecos ou ambientais; entre os principais fatores estdo a luz, a
temperatura, o ar e a umidade. Estes fatores podem afetar a estabilidade fisica de
medicamentos e acelerar processos de decomposicdo quimica do farmaco (MARTINEZ;
FALCO; CABEZA, 2002; ZAJAC et al., 2003; JELINSKA et al., 2006).

Além disso, elas podem também exibir manifestacoes fisicas de decomposicao
como descoloracao que frequentemente segue a fotodegradacdao ou, mais seriamente,
porém nao muito frequente, podem conter produtos de decomposicao prejudiciais
(T@NNESEN, 2001).

Métodos para acelerar a decomposicdo de farmacos, usando temperaturas
elevadas, sao examinados para se prever sua estabilidade nas condicdes requeridas de
estocagem, a partir das medidas desses estudos. Embora esses experimentos nao
substituam os procedimentos rigorosos, envolvendo testes de estabilidade do produto na
forma em que sera comercializado, eles proporcionam um ganho de tempo consideravel
durante o processo de desenvolvimento do produto, em que é necessario identificar com
rapidez uma formulacdo que possua estabilidade aceitavel (WATERMAN; ADAMI, 2005).
Desta forma, é comum expor o material a condi¢des de temperatura, umidade e intensidade
de luz que se conhece, da experiéncia, que provavelmente causam a sua decomposicao.

A estabilidade é definida como a capacidade de determinada formulagao, em um
recipiente especifico manter suas especificacdes fisicas, quimicas, microbioldgicas,

terapéuticas e toxicoldgicas (VADAS, 2004).
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E conhecido, que ao longo do tempo decorrido entre a fabricacao, passando pelo
transporte, estocagem, o ponto de venda e finalmente durante o armazenamento na
“farmacia de casa”, a substancia ativa pode sofrer alteracdes.

A umidade, a luz, o oxigénio e a temperatura podem influenciar durante o
periodo de estocagem das formas farmacéuticas, podendo reduzir o tempo de estabilidade.
Foi na década de 50, concomitantemente com os acidentes que incentivaram a
farmacovigilancia, que se estabeleceram as primeiras alternativas para previsao do prazo de
validade de medicamentos.

Vale lembrar que até 1984, as metodologias de avaliacao de estabilidade de
farmacos e medicamentos seguiam principios técnicos e cientificos, sem interferéncia de atos
regulatorios emitidos por agéncias ou 6rgaos de vigilancia sanitaria. As empresas utilizavam
metodologias proprias, juntando seus dados e informagdes na documentagao de registro. O
incremento do comércio internacional, o processo de especializagcdo de unidades produtivas,
a racionalizagao da produgdo de medicamentos e reconhecimento de zonas climaticas dos
paises importadores para atender aos principios de produgao em escala econdmica, todos
incluidos no contexto caracterizado como globalizacao, contribuiram para que fosse
considerado indispensavel o conhecimento do comportamento das formas farmacéuticas nas
diferentes areas (MORETTO, 1999).

Na década de 90, varios paises reuniram esforcos para harmonizacdo da
legislagao, realizando a ICH (Stability testing of active pharmaceutical ingredients and
finished pharmaceutical products, 2009). No Brasil, os principios da Farmacovigilancia e de
estabilidade, foram mencionados na Lei n® 6360, de 23/09/1976 (BRASIL, 1976). No
entanto, ndo ha regulacao especifica para farmacovigilancia e, apenas em abril de 2002, foi
publicado o guia Realizacao de Estudos de Estabilidade; revogado pela RE n° 398, de 12 de
novembro de 2004, que teve como referéncia os guias de qualidade editados pela ICH
relativo a requerimentos técnicos para registro de medicamentos para uso humano (BRASIL,
2004).

Em 2005, a resolucao RE n° 01, instituiu novo guia, definindo trés tipos de
estudos de estabilidade:

1. Estudo de estabilidade acelerado, que visa acelerar a degradacdo quimica e/ou
mudancgas fisicas de um produto farmacéutico em condicdes forcadas de armazenamento. Os
dados obtidos, juntamente com aqueles derivados dos estudos de longa duracao, podem ser
usados para avaliar efeitos quimicos e fisicos prolongados em condicdes nao aceleradas e
para avaliar o impacto de curtas exposicoes a condigdes fora daquelas estabelecidas no

roétulo do produto, que podem ocorrer durante o transporte.
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2. Estudo de estabilidade de acompanhamento, que verifica se o produto
farmacéutico mantém suas caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e microbioldgicas
conforme resultados obtidos nos estudos de estabilidade de longa duragao.

3. Estudo de estabilidade de longa duracao, que é projetado para verificacdo das
caracteristicas fisicas, quimicas, bioldgicas e microbioldgicas de um produto farmacéutico
durante e, opcionalmente, depois do prazo de validade esperado. Os resultados sao usados
para estabelecer ou confirmar o prazo de validade e recomendar as condicbes de
armazenamento.

Na RE n© 01, o prazo de validade de um produto a ser comercializado no Brasil é
determinado por um estudo de estabilidade de longa duracao e de acordo com os
parametros definidos e por ocasido do registro podera ser concedido um prazo de validade
provisério de 24 meses. Existem parametros empregados pela ANVISA que devem ser
seguidos para o estudo de estabilidade de longa duragdo. A Tabela 2 define estes
parametros, mas para registro provisério do medicamento, também pode ser feito o estudo
de estabilidade de longa duracdo de 12 meses ou relatério de estudo de estabilidade
acelerado de 6 meses, acompanhado dos resultados preliminares do estudo de longa

duracao.

Daniela Critina de Macedo Vieira 46



b DAI3L), OPIDY; 3P DULILL) DJFIUD(D

'0’€ Jod opedydiynw

19s eJaAsp osad op epJtad ep JojeA 0 “YN%SG/ Jod 23do s 0SeD "UN%SZ NO UN%SZ B Spepiwn wWod opnisd O Jezijeas WIASP esonbe aseq op SOpI|oS-IWas @ SOPINDIT (xxx)
‘|eralew ap oe5e30j0d

no epeJas eled seunjiage sienjuans Jod o edpewld elewed eRd sepeladss S905|10S0 Se Sajutaul 0BS S905elIeA SB D SOXI) OBS apepiwn © einjeladwa) ap S2401eA SO (xx)
"B|9(E) P SBUN|0D SEWI}N SEeNp Seu sepiuap sednjesadwa) Wwod sopezijeal Wefds apepl|iqeiss ap

S$9]59) SO 9nb awixs OBU epepusWOoda. BinjeladWa) Y "SO|NJ0] 3 Se|Ng Seu Jejsuod dASP Sexie) SeIsop 043usp einjesaduis) W ojusweuszewle ap oedepuswods. janbend) (x)
:S905eA195q0

BLIE)IUES BIRUR|IBIA 9P [EUODEN BPURBY - YSIANY :91uod

S F0¢C- S F0¢- sepo] 0¢z- seapngoew.e) Sew.oy Se sepo |
€FQ %S T %09/ F S¢ [oABSWIRd-IWDS 8-C sedngoelwle) Sew.oy se sepoj
£FQ 7F ST [oAeawIRdw] 8- seanngoew.e) SewJoy Se sepo |
¢ F0¢ ZF0b [oAeswIRdw] 0€-GST seo
¢ F0¢ CFO0ob [oAeawIRdw] 0£-GT opinbr

%S F %SL/T F 0€ %S F %SL/C F OF [oAgawWIRd-IWaS 0e-ST *#xO0PINDIT
¢ F0¢ CF0ob [oreswRdw] 0€-ST OpI|0S-1Was
%S F %SL/T F 0€ %S F %SL/C F Ot [oAgaWIRd-IWaS 0¢€-ST opl|9s-lWas
¢ F0¢ ZF0b [oAeawIRdW] 0£-GT opI[0S
%S T %SL/T F 0€ %S F %SL/C F OF [oApawLIRd-1WRS 0€-ST OpII9S
sxx(Do) 0B3RINQ e6UOT sx(Dp) OpeIRRIY (20)
(dn) eaneRy Cdan) Oojusweuazew.y ed[INYDeWIe ewlo
apepiwn @ ednesadwa | eANR[DY dpepiwn @ ednjeladwa ] wabejequ op oeS1puo)

oe5elnp ebuo| ap apepl|iqeIss ap opnisa eled soljpweled 7 elagqel

DUNIDIINT DP ODSIATY



Revisdo da Literatura

A monitoracdo da estabilidade de medicamentos é eficaz para avaliagdo, previsao
e prevencao de problemas relacionados a qualidade do produto durante seu tempo de
validade. Também a seguranca e a eficacia podem ser avaliadas por estudos de estabilidade,
pelo monitoramento da formacao de produtos de degradacdo, que podem gerar perda de
atividade terapéutica ou toxicidade.

As possibilidades de degradagao ficam evidentes ao se constatar a variedade
climdtica no mundo e a ja inevitavel globalizacao, pois a importacdo e exportacdao de
insumos e medicamentos entre regides com diferentes climas se tornam comuns. Com a
finalidade de prever o prazo de validade do medicamento nos diferentes climas, o mundo foi
subdividido em zonas climaticas, com diferentes especificacdoes de temperatura e umidade.
Essas especificagbes devem ser utilizadas pelas empresas para proceder aos estudos de
estabilidade quando houver interesse em exportar para determinadas zonas (VADAS, 2000).

Classicamente, a avaliacao da estabilidade de produtos farmacéuticos é dividida
em estudos de estabilidade fisica ou farmacéutica, quimica (incluindo-se a bioquimica) e
fisico-quimica.

Reconhecer a estabilidade fisica de uma formulagdo é importante para o
profissional e o usuario. Em primeiro lugar, o produto farmacéutico deve manter boa
aparéncia. Alteracdes como descoloracao ou escurecimento devem ser motivos para
desconfianga; a uniformidade de dose do ingrediente ativo deve ser assegurada com o
tempo, pois alguns produtos sdo dispensados em embalagens de dosagem mliltipla e o
farmaco ativo deve ter eficiéncia durante o tempo de validade esperado da preparacao
(LEMKE, 2003; RISHA et al., 2003).

As reacOes quimicas mais comuns sdao as de oxidacao e hidrdlise, devido a
presenca de oxigénio e umidade na prdpria atmosfera.

Outras formas de degradacdo ocorrem por reagoes fotoquimicas (isomerizagao,
ciclizacao, fragmentacao), racemizagao, incompatibilidade com outros componentes da
férmula ou embalagem, entre outras. Algumas vezes, mais de uma reacdo ocorre a0 mesmo
tempo, outras vezes ocorrem consecutivamente (VADAS, 2000).

A estabilidade quimica é importante para selecionar as condigbes de
armazenagem (temperatura, luz, umidade), escolha do recipiente adequado (vidro, plastico
claro, ambar ou opaco), tipo de tampa e para prever as interacdes ao misturar farmacos e
excipientes (ANSEL et al., 2000). A degradacdo quimica de excipientes pode acarretar
problemas de estabilidade fisica ou microbioldgica (IVANA; LJILJANA; MIRA, 2006).
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Considerando que os produtos de degradacao podem resultar em atividade
reduzida ou toxica e que as notificacdes classificadas como possiveis desvios da qualidade
com envolvimento de pacientes poderiam estar relacionadas a problemas de estabilidade dos

medicamentos, verifica-se a relevancia dos estudos de estabilidade para a farmacovigilancia.

3.4.2 Validagao

Validar um processo, equipamento, sistema ou metodologia é tornar legitimo,
através do estabelecimento de documentacodes, tudo que envolve o processo de producdo e
controle de qualidade, desde as condicbes do ambiente, até os insumos e matérias-primas
que entram em sua composicao. Em outras palavras, validar significa garantir que o produto
seja sempre fabricado da mesma forma, com a mesma qualidade e dentro dos limites de
tolerancia, rigorosamente, pré-estabelecidos (MORETTO, SHIB, 2000; NICOLOSI, 2003).

A validacdo de um método analitico ndo significa que este possa ser aplicado sem
restricoes para diferentes medicamentos com o mesmo principio ativo, uma vez que 0s
resultados das analises sdo influenciados por inimeros fatores como: a estrutura quimica do
farmaco; o nivel das doses terapéuticas, e as diferencas nas formulas de um laboratério para
outro. Para cada caso ha necessidade de resultados experimentais evidentes, que garantam
a funcionalidade do método, bem como do tratamento analitico adequado, da avaliagdo
estatistica dos resultados e da definicdo dos critérios de aceitacdo (NICOLOSI, 2003).

Os métodos podem ser otimizados pela modificacdo daqueles existentes na
literatura. Uma busca consistente deve ser realizada a fim de reunir o maior nimero de
dados dos métodos anteriormente publicados. Desta forma, é possivel sugerir modificacdes e
otimizagoes.

A validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que o método
atenda as exigéncias das aplicacOes analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados
(BRASIL, 2003). E um fator primordial nos sistemas de qualidade laboratorial, como é
proposto nas Boas Praticas de Laboratério (BPL) e nos guias ISO (International
Standardization Organization).

Para a garantia da qualidade analitica dos resultados, todos os equipamentos
utilizados na validacao devem estar devidamente calibrados e os analistas devem ser
qualificados e adequadamente treinados. Nenhum dos objetivos dos ensaios sera

devidamente alcancado se o teste ndo for confidvel e apresentar, no minimo, precisao,
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exatidao e repetitividade dos resultados. O conhecimento dos fatores que afetam os ensaios
e seu controle favorece a obtencao de resultados reprodutiveis (MARCOLONGO, 2003).

De acordo com Moretto (1999), a industria farmacéutica deve se responsabilizar
pela qualidade dos produtos farmacéuticos, assegurando a adequabilidade dos mesmos com
relacdo aos fins para os quais tenham sido produzidos, e cumprir com as exigéncias relativas
ao registro, nao colocando os pacientes em risco, em funcdao de sua inadequabilidade em
termos de seguranca, qualidade ou eficacia.

Os elementos exigidos para a validagao sao precisao e exatidao, especificidade,
limite de detecgao, limite de quantificacdo, faixa de linearidade também podem ser exigidos,
dependendo das caracteristicas do teste (ICH, 2005; BRASIL, 2003).

A ICH (International Conference on Harmonization of the Technical Requirements
for Registration of Pharmaceuticals for Human Use) tem publicado guias que padronizam as
exigéncias de analise. Estes métodos definem e resumem os parametros exigidos para os
diferentes tipos de procedimentos e incluem exigéncias dos dados experimentais e calculos
estatisticos. Estas normas servem de base para autoridades e para a industria farmacéutica
de diferentes paises na busca pelo desenvolvimento correto de processos de validacao.

De acordo com Moretto e Shib (2000), o primeiro registro que se tem do uso
oficial do termo validacdo, encontra-se nas Good Manufacturing Practices - GMPs, as quais
foram publicadas na Food and Drug Administration (FDA) em 1978, porém somente em 1980
recebeu a seguinte definicao: “Validacao é o estabelecimento da evidéncia documentada de
que o desenvolvimento de um processo especifico permite cumprir com o objetivo para o
qual foi desenhado”. Em 1983, a FDA define validacdo de processos como “um programa
documentado que proporciona um alto grau de seguranca de que um processo especifico
produzirda uma forma farmacéutica que satisfaz as especificacdes e atributos de qualidade
pré-determinados”. Em 1992, a validacdo de métodos e processos foi adotada nas GMPs da
Organizacao Mundial da Saude (OMS).

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados por ele obtido
comparado ao valor verdadeiro (ICH, 2005; USP, 2009b).

A precisdo é o grau de concordancia entre os resultados de cada teste quando
aplicado repetidamente a varias amostragens de uma mesma amostra. A partir dos valores
obtidos, sdo calculados a média e o desvio padrdao (DP), determinando-se o coeficiente de
variacao (CV), expresso em termos de percentagem de uma série de medidas, nas quais
duas delas podem ser a reprodutibilidade e a repetibilidade do método analitico sob

condigdes normais de operagao.
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Neste contexto, a reprodutibilidade refere-se ao uso de procedimentos analiticos
em diferentes laboratdrios, diferentes analistas e em diferentes dias, enquanto que a
repetibilidade refere-se ao uso de procedimentos analiticos num curto espaco de tempo
utilizando os mesmos analistas e os mesmos equipamentos. Para inimeros propdsitos, a
repetibilidade é o critério que interessa em um método analitico oficial (PINTO; KANEKO;
OHARA, 2003; USP, 2009b).

Segundo Pasteelnick (1993), a exatiddo e a precisao sao importantes atributos da
validacdo de metodologia analitica. O primeiro deles pressupde que nao existem erros
sistematicos inerentes ao processo, enquanto que o segundo reflete a dispersao dos varios
resultados individuais do doseamento em relacao ao valor médio estando ou nao préximo do
valor verdadeiro. Porém, existem inUmeros fatores que podem comprometé-los causando
erros ocasionais, por exemplo, a calibracao de equipamentos, habilidade e capacitacdao do
analista, temperatura irregular do laboratério, umidade, componentes da amostra.

Outra caracteristica da validacdo da metodologia analitica € a especificidade ou
seletividade. Este atributo é definido como sendo a capacidade de medir exata e
especificamente o farmaco na presenca de outros constituintes da amostra (PINTO;
KANEKO; OHARA, 2003; USP, 2009b). Pode ser demonstrada comparando os resultados dos
testes de amostras contendo impurezas ou produtos de degradacdo, ou ainda através do
placebo, com valores encontrados apds analise da amostra sem os interferentes.

Os limites de deteccao e de quantificagdo sao outros dois atributos da validagao
analitica. O primeiro refere-se a menor quantidade de uma substancia presente em uma
amostra que possa ser detectado, porém sem quantifica-lo. E expresso em percentual ou
partes por bilhdo. O segundo estd relacionado a menor quantidade de um composto
presente em uma amostra que possa ser determinado com precisao e exatiddo aceitaveis
sob condigOes experimentais declaradas (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003; USP, 2009b).

A linearidade é a habilidade que o método tem de produzir resultados que sdo
diretamente, ou por transformacdes matematicas, proporcionais a concentracao da
substancia em andlise na amostra, dentro de uma variagdo determinada. A variacdo refere-
se ao intervalo entre o maior e o menor nivel de quantidade da substancia presente na
amostra. Deriva geralmente dos estudos da linearidade e depende da aplicacao do
procedimento. Confirma que o procedimento analitico fornece um aceitavel grau de exatidao,
precisao e linearidade quando aplicados em amostras que contém quantidades variaveis do

analito, dentro ou nos extremos da variacao especificada (ICH, 2005; USP, 2009b).

Daniela Critina de Macedo Vieira Sl



Revisdo da Literatura

A robustez do método é a medida da capacidade que o método apresenta em se
manter inalteravel através de pequenas, mas deliberadas modificagdes em seus parametros,
e fornecer indicagdes de seguranca durante o uso normal (USP, 2009b).

A validacdo é um dos principais instrumentos da garantia de qualidade, tornando-
se ultrapassado o conceito de apenas controla-la. Com este intuito, este trabalho
proporcionou condigdes para se ter uma visao mais ampla da validagdao, em particular da
validacdo de metodologia analitica, bem como sua importancia para outros setores da

empresa.
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Descrigdo

Nome genérico: cefuroxima sddica (CAS 56238-63-2).

Nome quimico: (6R, 7R) — 3 - [[(aminocarbonil)oxi]metil] - 7- [[2 - (2 - furil) -2 -
(metoxiimino)acetilJamino] — 8 —oxo — 5 — tia — 1 — azabiciclo [4.2.0] oct — 2 — ene — 2 —

carboxilato de sddio.

Formula guimica: CigHisN4NaOgS.

Massa molecular: 446,36 g/mol.

Propriedades fisico-quimicas: Fisicamente, cefuroxima sddica € um pd branco ou levemente

amarelado, cristalino, facilmente sollvel em agua, solivel em metanol e muito pouco soltvel
em etanol, éter, acetato de etila e cloroférmio (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2005; MERCK,
2006; USP, 2009a; BP, 2010).

Categoria: antimicrobiano.

Classe: cefalosporina.

pH: 5,5 to 8,5 (ARSENE et al., 2002).

Substancia quimica de referéncia: adquirida da Glaxosmithkline, com pureza especificada de
97,4% - Lote: G060123.

Amostras: frascos-ampola contendo p6 para solucdao injetavel adquiridas da Cellofarm
Farmacéutica, sob o nome comercial de Zencef®. Cada frasco ampola contém cefuroxima

sddica correspondente a 750 mg de cefuroxima sddica — Lote: 7400444.

Nomes comerciais no Brasil: Cefuromax® (Itafarma), Cefuroxima sddica® (Eurofarma),
Zencef® (Cellofarm), Medcef® (Bergamo), Cefuroxima sodica® (Novartis) e Zinacef® (Glaxo
Smithkline).
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Andlise Qualitativa

5.1 CARACTERIZAGAO DE CEFALOSPORINAS

Considerando a estrutura quimica da cefuroxima sddica, representada na Figura
2, foram realizadas reagdes para caracterizagao estrutural do farmaco, principalmente para
identificacdo do anel pB-lactamico. Porém, uma das etapas preliminares para os
procedimentos analiticos é a degradacdo hidrolitica do antimicrobiano (MARTINEZ; FALCO;
CABEZA, 2002).

O ensaio de degradacdo consiste na hidrdlise acida ou alcalina do farmaco
guando uma solucdo aquosa do mesmo é aquecida até ebulicdo durante cerca de
20 minutos, em meio acido ou alcalino. Para tanto, foram pesados 20 mg do farmaco e
dissolvidos com 10 mL de solugao de acido sulfurico 4,5 M. A solucdo foi aquecida até a
ebulicdo em banho-maria durante 20 minutos. Apds, arrefeceu-se e neutralizou-se com
solugao de hidréxido de sédio 6,0 M e o volume foi completado com agua purificada em
baldo volumétrico de 100 mL (MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002).

A literatura destaca varias técnicas para determinagao de cefalosporinas e outros
compostos B-lactdmicos baseados na complexacao do reagente com o farmaco, originando
compostos coloridos que podem ser determinados espectrofotometricamente, como as
reacoes com cloridrato de hidroxilamina, ninidrina, vanadato de amonio, molibdato de
amonio, acido fosfomolibdico, 2-nitrofenilhidrazina, imidazol, acetilacetonaformaldeido,
nitrato de cobalto, sulfato de cério e amonio, ions ferro (III), ions cobre (II), acido picrico, 2-
dinitrofenol, p-nitrofenol, fenilhidrazina e outros (ZUHRI et al., 1994; NAVARRO et al., 1999;
MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002).

Foram selecionadas trés reagdes de caracterizacdo de cefalosporinas: ensaios
com ions ferro (III), com ions cobre (II) e com molibdato de amodnio. Para isso, foram
preparadas varias solugdes como podem ser resumidamente descritas a seguir. As solugdes
foram preparadas com reagentes de grau analitico.

Solucdo de H,504 0,8 M: foram adicionados 48 mL de H,SO4 R em 1,0 L de agua purificada.

Solucdo de H,SO4 25 % (v/v): juntou-se 1 parte de acido sulfirico R em 3 partes de agua

purificada, sob resfriamento e com as devidas protecoes individuais.

Solucao de cloreto de cobre 0,005 M foram dissolvidos 212 mg de cloreto de cobre em 250

mL de agua purificada.
Solucdo de ferro (III) 0,01 M: foram pesados 4,040 g de Fe(NO3);.9H,0 em 1,0 L de H,SO4
0,8 M.
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Solucdo de molibdato de aménio 2%: foram dissolvidos 20,0 g de molibdato de amonio em

1,0 L de agua purificada.
Solucdo de neocuproina 0,01 M: foram dissolvidos 520 mg de neocuproina em 250 mL de

etanol.

Solucdo de o-fenantrolina 0,06 M: foram dissolvidos 3,965 g de o-fenantrolina em 1,0 L de

solugao tampao citrato pH 4,2.

Solucdo tampao citrato pH 4,2: foram dissolvidos 1,910 g de acido citrico em 900 mL de

agua purificada. O pH da solucao foi ajustado a 4,2 com solucdo de NaOH 0,5 Me o volume
completado com agua purificada para 1,0 L.

Na execucao do ensaio, os testes foram realizados em tubos e a identificacdo
baseada na observacao visual (aparecimento de coloracdo ou precipitado).

Na reacdo com ions ferro (III), em 1,0 mL das solucdes da substancia de
referéncia e da amostra degradadas, conforme procedimento discutido anteriormente, foram
adicionados 1,0 mL de solugao de ferro (III) 0,001 Me 0,5 mL da solucdo de o-fenantrolina
0,02 M. Apds, verificou-se o desenvolvimento da coloracdo alaranjada caracteristica da
reacao.

Na reacdo com molibdato de aménio, em 10 mL das solucdes da substancia de
referéncia e da amostra degradadas, conforme discutido anteriormente, foram adicionados 1
mL da solugao de H,SO, 25 % (v/v) e 5 mL da solucao de molibdato de amonio 2 %.
Procedeu-se ao aquecimento em banho de agua aquecido a 40°C durante 30 minutos. Apos,
arrefeceu-se e verificou-se o desenvolvimento da coloracao amarelada produzida.

Na reacdo com ions cobre (II), foram adicionados 1 mL de solugdo de cloreto de
cobre 0,005 Me 1 mL de solucdo de neocuproina 0,01 M a solucdes de cefuroxima sodica a
30 mg/mL preparadas em tampao citrato pH 4,2. Procedeu-se ao aquecimento em banho-
maria durante 10 minutos e arrefeceu-se. Foi verificado o aparecimento de coloragao
amarelada caracteristica da reacao.

Estes ensaios de identificacdo foram realizados também utilizando outras
amostras de compostos B-lactamicos, como amoxicilina, ampicilina, cefalexina e ceftazidima,

a fim de comprovar a presenca do referido anel B-lactamico.
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5.2 CARACTERISTICAS FISICAS

5.2.1 Material e métodos

A amostra de cefuroxima sodica injetavel, descrita no item 4, foi avaliada em

relagao ao aspecto, cor e odor.

5.2.2 Resultados e discussdo

A cefuroxima sddica apresenta-se sob a forma de granulos, com odor leve e cor
branca. A descricao é condizente com a citada pelo fabricante e dérgdos oficiais (MERCK,
2006; MARTINDALE, 2007; USP, 2009, BP, 2010).

5.3 PESO MEDIO

5.3.1 Material e método

Foi utilizada balanca analitica Bel Mark. Segundo a Farmacopeia Brasieleira (1988)
os recipientes que contém sélidos destinados a solugbes ou suspensdes injetaveis devem ser
examinados quanto ao peso de sdlidos dispensados a satisfazer as exigéncias especificadas
na monografia. Os sdlidos, cujos pesos médios sdo maiores que 40 mg, devem satisfazer as
exigéncias do teste descrito, que é realizado sobre 20 unidades.

Para realizar o peso médio, o rétulo do recipiente foi removido. O recipiente foi
lavado e secado externamente, e entdo foi aberto e pesado com o conteddo imediatamente
depois de aberto. Apds a pesagem, o recipiente foi esvaziado o mais completamente possivel
por meio de leves batidas e enxaguado com agua, se necessario, € a seguir com alcool
etilico. Os recipientes foram secos a 105°C por uma hora até peso constante. Depois de
peso constante, os recipientes foram esfriados em dessecador e pesados.

A diferenca entre o peso do recipiente com o conteldo e o peso do recipiente
vazio representa o peso do conteldo. Este procedimento foi repetido com os dezenove

recipientes.
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No maximo, o peso individual de dois recipientes podem desviar mais que 10%
do peso médio determinado sobre os vinte recipientes e nenhum deve desviar mais que 20%
(F. BRAS. 1V, 1988).

5.3.2 Resultados e discussdo

O resultado do peso médio esta apresentado na Tabela 3.

A média do peso médio do injetavel de cefuroxima sddica foi de 0,76585 mg, que
esta dentro dos parametros preconizados pela Farmacopeia Brasileira (1988), pois apenas

duas unidades desviaram 10% do valor do peso médio encontrado.

Tabela 3: Peso médio da cefuroxima sddica na forma farmacéutica injetavel

Peso do frasco cheio Peso do frasco vazio Diferenca de peso
(9) (9) (9)
21,3167 20,5166 0,8001
21,9036 21,1266 0,7770
21,5291 20,7998 0,7293
21,5885 20,7995 0,7890
21,2213 20,4347 0,7866
21,6350 20,8436 0,7914
21,4568 20,6630 0,7938
21,2972 20,5452 0,7520
21,7914 21,1070 0,6844
21,8835 21,0870 0,7965
21,5651 20,7901 0,7750
21,2904 20,6154 0,6750
21,4271 20,7354 0,6917
22, 8450 22,1430 0,7020
20,9902 20,1947 0,7955
21,7243 20,9241 0,8002
21,6552 20,8292 0,8260
21,1382 20,3922 0,7460
21,6464 20,8382 0,8082
21,7576 20,9603 0,7973

Peso médio = 0,7658 + 0,0102
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5.4 SOLUBILIDADE

5.4.1 Material e método

Transferiram-se 100,0 mg de cefuroxima sddica SQR e amostra para tubos de
ensaio acrescentando aliquotas crescentes de cada solvente, sob agitacdo, até completa
solubilizagao. O ensaio foi realizado a 25,0 °C e a solubilidade indicada de acordo com o
preconizado pela Farmacopeia Brasileira (F. BRAS. 1V, 1988).

Os solventes utilizados foram: acetato de etila, acetona, acido cloridrico 0,1 M,
agua, cloroférmio, etanol, hidréxido de sédio 0,1 M, isopropanol, metanol, 1-propanol e
toluol. Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

5.4.2 Resultados e discussdo

Foram utilizados diversos solventes na determinacdao das solubilidades cuja
finalidade foi de realizar a caracterizacdo da substancia qualitativamente, testando sua
polaridade.

A expressao partes refere-se a dissolugao de 1,0 g de um sdlido ou 1,0 mL de um
liguido no nimero de mililitros do solvente estabelecido no nimero de partes (F. BRAS. 1V,
1988).

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos no teste de solubilidade para a

amostra de cefuroxima sodica, bem como o significado para os termos discritivos.
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Tabela 4: Solubilidade da cefuroxima sédica SQR em diferentes solventes a 25,0 °C

Solventes Termo descritivo Significado
acetato de etila pouco soluvel de 100 a 1000 partes
acetona muito pouco sollvel de 1000 a 10000 partes
acido cloridrico 0,1 M muito soltvel menos de 1 parte
agua muito sollvel menos de 1 parte
cloroférmio muito pouco sollvel de 1000 a 10000 partes
etanol muito pouco sollvel de 1000 a 10000 partes
hidréxido de sodio 0,1 M muito sollvel menos de 1 parte
isopropanol pouco soluvel de 100 a 1000 partes
1-propanol muito pouco sollvel de 1000 a 10000 partes
metanol pouco soltvel de 100 a 1000 partes
toluol pouco soltvel de 100 a 1000 partes

De acordo com os parametros avaliados, a SQR e a substancia amostra estao
dentro das especificacoes farmacopeicas (USP, 2009; BP, 2010), pois estes parametros sao
Uteis na identificagdo de farmacos, fornecendo informagdes do grau de pureza e sao

utilizados para pesquisar a presenca de possiveis contaminantes na amostra.

5.5 DETERMINACAO DA FAIXA DE FUSAO

5.5.1 Material e método

A faixa de fusdo foi determinada na substancia de referéncia e na amostra,
descritas no item 4, utilizando equipamento automatico Stuart Scientific SMP3. A amostra
previamente dessecada em estufa a 60,0 °C durante 2 horas foi colocada em tubos capilares
com 1 mm de espessura e 6 cm de comprimento que foram introduzidos horizontalmente no
equipamento.

Foi possivel realizar a determinacdo simultanea utilizando-se trés capilares.
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5.5.2 Resultados e discussdo

A taxa de aquecimento utilizada foi de 1,0°C por minuto a partir de 10,0 °C antes
do valor esperado para a faixa de fusdo, prosseguindo até 10,0 °C apds este valor.

A partir de 170,0 °C a substancia comegou a adquirir coloragdo amarelada,
passando a cor preta em 234,0 °C. Em 300,0 °C, que é a capacidade total do aparelho, a
substancia continuava a apresentar cor preta ndo apresentando fusao.

Nas literaturas consultadas (MERCK, 2006; MARTINDALE, 2007; USP, 2009a), o
ponto de fusao da cefuroxima sodica ndo é apresentado.

A faixa de fusdo pode ser empregada na caracterizagao de um composto, sendo
ainda um importante indicativo de pureza, quando comparado com padrdes de referéncia,
pois uma pequena quantidade de impureza pode causar abaixamento do ponto de fusdo
e/ou alargar a faixa de fusdo de um determinado composto (SHIRNER et al., 1998).

Assim, 0 mesmo teste foi realizado com a amostra, mostrando que o farmaco

estudado apresentava caracteristicas semelhantes as da substancia de referéncia.

5.6 DETERMINAGAO DE UMIDADE

5.6.1 Material e método

A cefuroxima sddica foi exatamente pesada em pesa-filtros previamente tarados e
dessecados em estufa Fanem modelo 315E durante 3 horas a 60 °C, a vacuo, com pressao
ndo excedendo 5 mm de mercurio. Antes da pesagem, os pesa-filtros foram dispostos em
dessecador até atingirem temperatura ambiente.

O processo foi repetido até peso constante e a perda de peso foi calculada em
porcentagem.

As analises foram realizadas em triplicata utilizando-se cerca de 500 mg de
amostra em cada determinacao.

O teor de agua foi estudado pelo método gravimétrico (F. BRAS. IV, 1988) que
consiste em secar o farmaco até peso constante, em temperatura apropriada de 105,0 a
150,0 ©C, durante varias horas, para farmacos termoestaveis.

Segundo a Farmacopeia Brasileira, a expressao “dessecacao até peso constante

significa que a secagem deve prosseguir até que duas pesagens consecutivas nao difiram em
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mais de 0,5 mg por grama da substancia em exame, sendo que a segunda pesagem deve

ser efetuada apds uma hora de secagem adicional nas condicoes especificas.

5.6.2 Resultados e discussdo

As determinagdes foram conduzidas de acordo com a Farmacopeia Brasileira
(1988) e os resultados, apresentados na Tabela 5, mostram que a cefuroxima sddica
injetavel esta dentro dos padrdes farmacopeicos, pois as Ultimas duas medidas nao diferiram

entre si com intervalo de pesagem de uma hora.

Tabela 5: Umidade da cefuroxima sddica forma farmacéutica injetavel determinada pelo método

gravimétrico

Ensaio Umidade (%) + DPR¥*
1 1,45 £ 0,22
2 1,63 + 0,58
3 1,63 £ 0,24
média 1,57 £ 0,35

DPR: desvio padrao relativo.
* Cada valor é a média de trés determinagdes em dias diferentes.

5.7 ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO ULTRAVIOLETA

5.7.1 Material e método

Foram pesados analiticamente 50,0 mg de cefuroxima sddica substancia de
referéncia, transferidos para baldo volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com
agua purificada. Aliquotas de 0,2 mL foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL
para obtencao de uma solucdo de concentracao de 10 yg/mL em agua purificada, tampao
fosfato pH 6,0, metanol, acido cloridrico 0,1 M e hidrdxido de sddio 0,1 M.

Os espectros de absorcao na regiao de ultravioleta foram obtidos entre 200 a 400
nm em espectrofotdbmetro Kayk XA modelo HP 8453 empregando cubetas de quartzo de 1

c¢m de caminho 6ptico.
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5.7.2 Resultados e discussdo

Os espectros obtidos com diferentes solventes utilizando cefuroxima sodica

substancia de referéncia estao apresentados na Figura 3.

Absorvancia

0.5

200 | | 400
Comprimento de onda

Figura 3: Espectro na regido do ultravioleta de cefuroxima sodica SQR a 10 pg/mL em agua (preto),
tampao fosfato pH 6,0 (verde), metanol (azul), acido cloridrico 0,1 M (vermelho) e hidrdxido de sddio
0,1 M (rosa).

A espectrofotometria na regido do ultravioleta apresenta uma série de aplicacoes
farmacéuticas, destacando-se a identificacao e quantificacao de farmacos, a determinacao
de pKa, a determinagao dos coeficientes de particao e solubilidade dentre outras (WATSON,
1999). O SQR mostrou-se soluvel nos solventes testados e os espectros de absorcdo da
substancia de referéncia e do farmaco demonstraram perfis semelhantes em dagua,
apresentando maxima em 274 nm. As absorcdes em tampao fosfato pH 6,0, acido cloridrico
0,1 M e hidroxido de sédio 0,1 M apresentaram o mesmo pico de absorcdo maxima de
cefuroxima sodica em agua.

Apods a obtencdo dos espectros de absorcdo na regido do ultravioleta, optou-se
por trabalhar com solugbes preparadas em agua purificada, por ser um solvente de facil

acesso e nao toxico.
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5.8 ESPECTROFOTOMETRIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

5.8.1 Material e método

Os espectros foram obtidos com auxilio de espectrofotometro SHIMADZU FTIR,
modelo 3000 (Columbia, USA), pesando 10 mg de cefuroxima sddica SQR e quantidade
equivalente de cefuroxima sddica amostra (p6 para solucdo injetavel), descrita no item 4, em
pastilhas de 250 mg de brometo de potassio dessecado.

5.8.2 Resultados e discussdo

Os espectros obtidos com cefuroxima sddica SQR e cefuroxima sddica amostral,

utilizando-se pastilhas de 250 mg de brometo de potassio, estao representados pelas Figuras
4eb.
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Figura 4: Espectro na regidao de infravermelho de cefuroxima sodica SQR em pastilhas de KBr.
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Figura 5. Espectro na regido de infravermelho de cefuroxima sodica amostra em pastilhas de KBr.

Através das andlises efetuadas em cefuroxima sddica SQR e amostra (Figuras 4 e
5) foram obtidos os espectros, que apresentam as mesmas bandas de absorcao e foram
comparados e analisados com dados apresentados na literatura (SILVERSTEIN et al., 2006;
BP, 2010). O espectro de absorcao na regiao infravermelho em pastilhas de KBr apresentou
bandas de absorgao caracteristicas de compostos cefalosporinicos apresentados na Tabela 6,

dados que estao de acordo com o espectro apresentado na Figura 6.

Tabela 6: Absorcdo de cefuroxima sodica espectro de infravermelho em dispersdo de KBr

Regido de absorcdo (cm™) Tipo de ligagao
3600-3250 Deformacao axial de grupamentos N-H e C-H
2600-2550 Deformagao axial de grupamento S-H do tiofenol
1750-1725 Estiramento do grupo carbonila C=0 da carboxila
1600-1475 Deformacao axial de grupamento C=C
1680-1630 Deformacao axial do C=0 da amida
1350-1000 Deformacao axial de grupamento C-N
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RS 048: Cefuroxime Sodium Instrument: Founer transiorm Phase: Polassium bromide disc
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Fonte: BP (2005).
Figura 6: Espectro na regiao de infravermelho de cefuroxima sddica padrdo apresentado na literatura.

O espectro de absorcao de um composto no infravermelho pode ser encarado
como uma espécie de “impressao digital” do composto. A fim de detectar uma impureza
numa substancia, pode-se fazer uma comparacdo entre o espectro da substancia e o
espectro do composto puro; as impurezas provocam o aparecimento de bandas de absorcao
extras no espectro (HARRIS, 2001).

Para o teste quantitativo foi utilizado o pico referente ao estiramento do grupo
carbonila C=0 da carboxila (1757,15).

5.9 ANALISE TERMICA

5.9.1 Material e método

Foram utilizadas cefuroxima sddica substancia de referéncia e amostras descritas
no item 4. Todos os reagentes utilizados foram grau analitico.

As medidas de DSC (Differential Scanning Calorimetry) foram realizadas em
cadinhos de aluminio, taxa de aquecimento 10°C/min e fluxo de N,.

O equipamento utilizado foi DSC/DTA, modelo 2910 (Maryland, DC). As curvas
TG (Thermogravimetry) e DTA (Differential Thermal Analysis) foram obtidas através de
andlise térmica simultanea (SDT Q600), da TA Instruments (Maryland, DC), no Instituto de
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Quimica da Universidade Estadual Paulista, Araraquara, SP, sob a coordenacao do Professor
Doutor Younes Messaddeq.

A faixa de temperatura utilizada foi de 0 a 800 °C, sob atmosfera dinamica de ar
(vazdo de 90 mL/min), de oxigénio (vazao de 90 mL/min) e de nitrogénio (vazao de 90
mL/min), razdo de aquecimento de 10°C/min e massa de amostra (cefuroxima sodica) de
aproximadamente 5 mg. A amostra foi acondicionada em cadinho de aluminio

hermeticamente fechado, e como substancia de referéncia foi utilizada Al,Os.

5.9.2 Resultados e discussdo

Analise térmica é utilizada para determinar as propriedades fisicas e quimicas de
uma amostra em fungdo da temperatura ou tempo. Esta técnica, juntamente com outras
técnicas analiticas complementares, tais como a espectroscopia e métodos cromatograficos,
estd se tornando cada vez mais importante para o desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos (ROY et al., 2002). Dentre as técnicas termoanaliticas utilizadas, a DSC é a
mais popular, devido a sua ampla aplicabilidade em comparacao com outros métodos. Nesta
técnica, a diferenca no fluxo de calor para a amostra e o padrdo € monitorada contra o
tempo/temperatura quando exposto a um programa de temperatura (RIGA; COLLINS,
2000). Técnicas de DSC fornecem informacdes sobre o ponto de fusdo/intervalo de fusao,
calor fusdo, grau de pureza, polimorfismo, pseudopolimorfismo, transicao vitrea,
interagdo/compatibilidade, estabilidade témica, cinética de decomposicdo entre outros
(FOREMAN, 2000).

O objetivo deste estudo foi determinar a estabilidade de cefuroxima sddica frente
a temperatura bem como sua pureza e ponto ou faixa de fusdo. A analise termogravimétrica
(TG) determina a variacao da massa de uma substancia em fungdo da temperatura ou
tempo, sob o controle de temperatura programada.

Na analise térmica diferencial (DTA) mede-se a diferenca de temperatura entre a
substancia analisada e o material de referéncia, quando ambos sdo submetidos a controle de
temperatura programado (HATAKEYAMA; QUINN, 1994; CLASS et al., 1999). Na calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) mede-se, ao invés da diferenca de temperatura, a diferenca de
energia que é fornecida a substancia em analise em comparacao a um padrao inerte.

A Figura 7 apresenta a curva de DSC de cefuroxima sddica substancia de

referéncia e forma farmacéutica injetavel.
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Figura 7: Curva DSC de cefuroxima sodica SQR e da amostra sob atmosfera de ar sintético, em razoes

de aquecimento de 10°C.

Em relagdo as curvas de DSC para cefuroxima sodica substancia de referéncia, o
pico endodérmico que caracteriza a cefuroxima sddica encontra-se a 200-210°C. As curvas
também demonstraram o aparecimento de dois picos exotérmicos entre 215-220°C e 230-
2400C. Nao houve diferenca em relacdo ao pico endodérmico na forma farmacéutica, que
ficou na mesma faixa de fusao.

Desta forma a DSC pode ser utilizada nas monografias de farmacos em
determinacao da faixa de fusao de substancias permitindo a caracterizagdo quanto a
aspectos como pureza e polimorfismo (GIRON-FOREST et al., 1989).

Foi também realizada a andlise termogravimétrica de cefuroxima sddica
substancia de referéncia e forma farmacéutica injetavel sob atmosfera de O, (Figura 8) e sob

atmosfera de N, (Figura 9).
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Figura 8: Curva de termogravimetria (TG) de cefuroxima sodica SQR e da forma farmacamostra sob
atmosfera de oxigénio.
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Figura 9: Curva de termogravimetria (TG) de cefuroxima sodica SQR e amostrasob atmosfera de
nitrogénio.

As curvas de TG nao apresentaram diferencas de comportamento nas condigdes
utilizadas de atmosfera de oxigénio ou nitrogénio. Através destas curvas verifica-se perda de
massa total em duas etapas, entre as temperaturas de 195°C e 275°C, sendo mais intensa e

progressiva a partir de 275°C.
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Os métodos calorimétricos apresentam grande interesse para a analise
farmacéutica, fornecendo informacdes sobre a pureza da substancia em questdo, grau de
hidratacao, compatibilidades, termoestabilidade e identidade (GIRON, 1998; KANDARAPU et
al., 2001).

Assim, a andlise térmica é, atualmente, uma poderosa ferramenta para o
desenvolvimento e andlise de formulacdes farmacéuticas. Geralmente, a instabilidade de um
produto ou incompatibilidade entre os componentes de uma formulacdo é caracterizada por
processos exotérmicos (KANDARAPU et al., 2001).

5.10 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA

5.10.1 Material e método

Foram utilizadas placas de silica-gel Fys4 (12 x 5 cm) com espessura de 0,25 mm
de camada adsorvente e amostras de cefuroxima sddica substancia de referéncia e forma
farmacéutica injetavel.

Para o preparo das solucdes da substancia de referéncia e da amostra, foram
pesadas massas equivalentes a 50 mg da substancia de referéncia e da amostra previamente
dessecadas em estufa a 105°C, durante uma hora e transferidas para baldo volumétrico de 5
mL e dissolvidos em dimetilformamida R, para obtencao de solucao com concentracao final
de 10 mg/mL.

Foram testadas oito fases moveis:

1) diclorometano: metanol: acetonitrila: acido acético 5% (6:4:2:2) v:v:v:y;
2) cloroférmio: metanol: acido férmico (18:7:1) viviy;
3) n-butanol: acido acético: agua (4:1:5) v:viv;
4) diclorometano: metanol: hidroxido de aménio: acetonitrila (6:4:2:2) v:v:v:v;
5) cloroférmio: metanol: acido férmico (33:7:3) v:viy;
6) cloroférmio: metanol: acido férmico (7:18:1) v:viy;
7) cloroférmio: metanol: acido férmico (18:2:1) v:viy;
8) acetona: metanol: acido férmico (18:2:1) v:v:v.
Todos os solventes utilizados foram de grau analitico.
Na execucao do ensaio, primeiramente o sistema eluente foi colocado para a

saturacao da cuba. s solucdes, preparadas no dia da andlise, foram aplicadas com auxilio
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de seringa na quantidade de 10 pL a uma distancia de 1 cm da borda inferior da placa, e
entdo a placa foi colocada na cuba para eluicao dos compostos até estes atingirem 10 cm do
ponto de aplicagdo. Apds a migracao da fase movel, a placa foi retirada da cuba de vidro,
para secagem com corrente de ar quente e observacao a luz ultravioleta, para comparacao
das manchas quanto a forma, posigao e tamanho.

Foram determinados os fatores de retencao (R¢) da solugao amostra e da solugao

padrao.

5.10.2 Resultados e discussdo

A maioria dos sistemas solventes testados nao foi adequada para identificar a
cefuroxima sodica, pois nenhum eles foi capaz de separar a amostra, com excecao da fase
movel (7), que foi constituida de cloroférmio: metanol: acido formico (18:2:1). Os valores de
R: obtidos apds a migracao cromatografica foram de 0,34 para a substancia de referéncia e
para a amostra da forma farmacéutica injetavel, ambas apresentando cor cinza.

O perfil cromatografico apds revelacdo na luz ultravioleta (254 nm) pode ser

visualizado na Figura 10.

Figura 10: Determinacgdo de cefuroxima sodica 10 mg/mL por cromatografia em camada delgada, P:

SQR e A: amostra. Sistema solvente: cloroférmio: metanol: acido formico (18:2:1)

A cefuroxima sddica apresenta, no UV longo, uma mancha bem caracteristica, de
intensidade forte, facilmente identificavel. As manchas detectadas com a SQR e a substancia

amosta foram compativeis entre si quanto ao tamanho, local e cor, estando em concor-
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-dancia com o especificado nas monografias.

A cromatografia em camada delgada (CCD) é uma técnica flexivel, pois permite a
utilizacdo dos mais variados sistemas eluentes e agentes reveladores, os quais sao
determinados de acordo com as caracteristicas da amostra em teste (WATSON, 1999).

Esta técnica ocupa um lugar de destaque entre os métodos de andlise devido a
sua facilidade em efetuar separagOes, identificagdo e quantificacdo das espécies quimicas,
por si mesma ou em conjunto com outras técnicas instrumentais de analise, como, por
exemplo, a espectrofotometria ou a espectrometria de massas. Além disso, possibilita a
escolha de fases estacionarias diferentes e adequadas para cada tipo de molécula, apresenta
tempo de desenvolvimento relativamente curto, promove a facil recuperacao dos
componentes separados e possui sensibilidade satisfatoria, com separagbes extremamente
nitidas e capazes de detectar quantidades muito menores que as manchas muito mais
difusas obtidas na cromatografia em papel (BARNARD; CHAYEN, 1970).

A literatura ndao descreve metodologia para identificagdo de cefalosporinas por
cromatografia em camada delgada, apenas o ensaio de substancias aparentadas
(FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2002; USP, 2009a; BP, 2010) que utiliza como fase movel
uma mistura de 6 volumes de butanol, 26 volumes de solucao tampao de acetato de sddio
pH 4,5, 32 volumes de acetato de butila e 32 volumes de acido acético glacial, sendo as
placas examinadas a luz ultravioleta de 254 nm. Por ser uma técnica de facil execucdo, sem
utilizacdo de materiais e reagentes complexos, a metodologia desenvolvida neste trabalho é
de grande importancia para o controle de qualidade desta forma farmacéutica.
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Espectrofotometria na regido de ultravioleta

6.1 Espectrofotometria na regiao de ultravioleta

6.1.1 Consideragoes gerais

A espectrofotometria na regidao do ultravioleta € um importante recurso utilizado
na quantificacdo de substancias, uma vez que esta relacionada com a estrutura eletronica da
molécula (KOROLKOVAS, 1988). A aplicacdo desta técnica oferece algumas vantagens
especificas: 1- simplicidade, pois elimina alguns passos do experimento, como filtracao e
extracdo; 2 — alta especificidade devido a medida do aumento ou diminui¢cao da absorvancia
como fungao da concentragao da amostra; 3 — evita a interferéncia de cor e/ou turbidez das
amostras (SALEH et al., 2009).

A partir de dados encontrados na literatura para outras cefalosporinas
(MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002; SALEM; ASKAL, 2002; SALEM; SALEH, 2002; EL-
MAMMLI, 2003; AMIN; RAGAB, 2004; KOROLKOVAS, 2006; MORENO; SALGADO, 2008)
alguns parametros foram testados para a determinacdo da cefuroxima sddica,
principalmente visando obter seletividade quando comparado com os existentes na

literatura.

6.1.2 Material e método

O espectro na regidao de ultravioleta foi obtido utilizando-se equipamento
espectrofotébmetro UV-VIS Shimadzu UV-mini 1240 e cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho optico. A leitura foi feita entre 200 e 400 nm. Foram preparadas solucdes de
cefuroxima sddica em diferentes solventes, tais como: agua purificada, metanol e NaOH 0,1
M, para a determinacao dos maximos de absorcao e posterior comparagao de seus espectros
de absorgao (Figura 3).

O solvente escolhido foi a agua purificada e as solucdes foram preparadas com a
substancia de referéncia de cefuroxima sodica, previamente dessecada e pesada, em

concentragao de 10 pg/mL.
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6.1.3 Construgdo da curva de Ringbom

A curva de Ringbom foi realizada com o objetivo de determinar a faixa de
concentracdao na qual o método espectrofotométrico na regido de ultravioleta obedece a
linearidade. Foram preparadas solugbes de cefuroxima sddica substancia de referéncia de
concentragdes crescentes, para obtencao de curva analitica de 18 pontos.

Foram pesados em balanca analitica 100 mg de cefuroxima sédica substancia de
referéncia, previamente dessecada em estufa a 105°C por 2 horas e transferidos para balao
volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com agua purificada. Uma aliquota de 5,0
mL foi transferida para baldo volumétrico de 100 mL para obtencdo de solugdo de
concentracdo de 50 pg/mL em agua purificada. A partir desta solugdo foram transferidas
aliquotas para obtencdo de uma curva de Ringbom com 18 pontos de concentracdes
crescentes. Os volumes foram completados com agua purificada em baldo volumétrico de 10
mL obtendo-se solucdes com concentracdes de 0,5 a 30 pg/mL de cefuroxima sddica SQR,
sendo o pH final e cada solugao 7,23 (Tabela 7).

A curva de Ringbom (Figura 11) foi obtida utilizando-se o valor das concentragoes
(ng/mL) versus absorvancia.
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Tabela 7: Obtengao da curva de Ringbom de cefuroxima sddica por espectrofotometria no ultravioleta

a 280,0 nm
. L Quantidade de ~
Pontos Cefuroxima sddica cefuroxima sédica Concentragao Abs.
50 pg/mL (uL) final (pg/mL)
(mg)
1 100 50 0,5 0,027
2 200 10,0 1,0 0,054
3 400 20,0 2,0 0,095
4 800 40,0 4,0 0,141
5 1000 50,0 5,0 0,216
6 1200 60,0 6,0 0,248
7 1600 80,0 8,0 0,333
8 2000 100,0 10,0 0,441
9 2400 120,0 12,0 0,520
10 2800 140,0 14,0 0,613
11 3200 160,0 16,0 0,679
12 3600 180,0 18,0 0,779
13 4000 200,0 20,0 0,840
14 4400 220,0 22,0 0,942
15 4800 240,0 24,0 0,991
16 5200 260,0 26,0 1,006
17 5600 280,0 28,0 1,030
18 6000 300,0 30,0 1,100
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Figura 11: Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regido do ultravioleta para

solucdo de cefuroxima sodica SQR de 0,5 a 30,0 pg/mL.

6.1.4 Obtengdo da curva analitica

Apods a obtencdo da curva de Ringbom, foi determinada a faixa de concentracdo
que obedece a lei de Lambert-Beer. Foram preparadas solucdes de cefuroxima sddica
substancia de referéncia previamente dessecada em estufa e analiticamente pesada, em
concentracdes que obedecam a linearidade para a determinacdo da curva analitica com 6
pontos.

Aliquotas da solucdo de cefuroxima sddica substancia de referéncia preparada a 50
pg/mL foram transferidas para baldes volumétricos de 10 mL para obtencao de solugdes com
concentracoes de 5 a 14 pg/mL de cefuroxima sodica substancia de referéncia, conforme

apresentado na Tabela 8.
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Tabela 8: Preparo da curva analitica de cefuroxima sodica por espectrofotometria no ultravioleta a
280,0 nm

Pontos Vol. de cefuroxima sodica Vol. de agua qsp Concentragao final
50,0 pg/mL (uL) BV 10 mL (mL) (ug/mL)
1 1000 9,0 5,0
2 1200 8,8 6,0
3 1600 8,4 8,0
4 2000 8,0 10,0
5 2400 7,6 12,0
6 2800 7,2 14,0

Os resultados das leituras de absorvancia obtidos para a curva analitica estao
apresentados na Tabela 9. Cada determinacao corresponde ao preparo de trés solugbes para
leitura a 280,0 nm.

A representacdo grafica da curva analitica e o coeficiente de regressao das
solucdes de cefuroxima sodica em concentracdes de 5 a 14 pg/mL pelo método
espectrofotométrico na regiao de ultravioleta em 280,0 nm estao representados na Figura
12.
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Tabela 9: Absorvancias determinadas na obtencao da curva analitica de cefuroxima sodica pelo

método espectrofotométrico na regido do ultravioleta em 280,0 nm

Concentracao

Abs* Ab adi DPR %
(ug/mL) S s média ()

0,195
5,0 0,199 0,200 0,61
0,207

0,247
6,0 0,248 0,249 0,32
0,253

0,324
8,0 0,331 0,325 0,47
0,322

0,391
10,0 0,428 0,412 1,32
0,417

0,508
12,0 0,502 0,492 0,30
0,506

0,576
14,0 0,585 0,579 0,30
0,578

DPR: desvio padrao relativo.

*valor correspondente a 3 leituras.
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Figura 12: Representacdo grafica da curva analitica da solucao de cefuroxima sddica pelo método

espectrofotométrico na regido de ultravioleta em 280,0 nm.

6.1.5 Validagdo do método

O método foi validado para determinacao da linearidade, precisdo, robustez e
exatidao (ICH, 2005; USP, 2009b).
- Linearidade: para validacao do método, cinco concentracdes (5,0 — 14,0 ug/mL) da SQR
e 5 concentragbes (5,0 — 14,0 pug/mL) da amostra foram utilizadas. O célculo da regressao
linear através dos minimos quadrados e a verificacdo da linearidade foi constatada pela
ANOVA (Tabela 10).
- Precisdo: repetibilidade (intramétodo) e precisdo (intermétodo) foram determinadas na
concentracdo de 10 pg/mL(100% da concentracao do farmaco). A repetibilidade do método
foi estudada pelas analises das amostras em concentraces diferentes no mesmo dia. A
precisdo intermediaria foi avaliada por comparacao do método em diferentes dias (Tabela
11).
- Exatidao: foi determinada pelo teste de recuperacao.
- Robustez: a robustez do método foi determinada pela analise de algumas amostras sob
varias condicoes. Os fatores considerados foram a variacao de pH (Tabela 12) e a variacao
do comprimento de onda (Tabela 13). O valor inicial do pH nas solugdes era dde 7,23 e para
o0 testge de robustez esse valor foi alterado para 6,8. Ja o comprimento de onda variou de

280 nm para 283 nm.
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Tabela 10: Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo da curva

analitica de cefuroxima sodica SQR, utilizando o método espectrofotométrico na regido do UV

Fontes de GL SQ QM F cal F tab
variacao
Entre 5 0,3163 0,06326 361,5* 3,11
Regressao linear 1 0,3160 0,3160 320,5* 4,75
Desvio da 4 0,002244 0,000561 0,05 3,26
linearidade
Residuo 12 0,0021 0,000175
Total 17 0,3184

*Significativo para p<5%

Tabela 11: Precisdo do método de UV representado pelo desvio padrdo relativo para cefuroxima

sodica
Quantidade
Ensaios Abs* encontrada Teor % Média £ e.p.m. DPR(%)
(mg)
I 0,391 731,47 97,53
II 0,382 765,30 102,04
III 0,383 738,07 98,41
v 0,391 755,25 100,70 9,49 %063 +A49
v 0,390 737,45 98,32
VI 0,383 749,65 99,95
e.p.m.: erro padrao médio
DPR%: desvio padrdo relativo percentual
82
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Tabela 12: Robustez do método de UV representado pela alteracdo no valor do pH de 7,23 para 6,8

Quantidade
Ensaios Abs* encontrada Teor % Média * e.p.m. DPR(%)
(mg)
I 0,389 732,05 97,60
II 0,390 737,25 98,30 98,56 + 0,4589 1,11
III 0,383 738,45 99,79

e.p.m.: erro padrao médio

DPR%: desvio padrdo relativo percentual

Tabela 13: Robustez do método de UV representado alteracdo do comprimento de onda de 280 nm

para 283 nm
Quantidade
Ensaios Abs* encontrada Teor % Média * e.p.m. DPR(%)
(mg)
I 0,395 732,15 97,62
II 0,388 765,21 102,02 100,07 £ 0,60 0,85
III 0,392 754,45 100,59

e.p.m.: erro padrdo médio

DPR%: desvio padrdo relativo percentual

6.1.6 Determinacdo de cefuroxima sodica na forma farmacéutica

6.1.6.1 Preparo da solucao de cefuroxima sddica SQR

A cefuroxima sddica substancia de referéncia foi dessecada e analiticamente
pesada para o preparo de solugao com concentracao requerida. Este procedimento foi
realizado em triplicata.

Foram pesados analiticamente 50,0 mg de cefuroxima sddica substancia de
referéncia e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL, sendo o volume completado com
agua purificada, para obtencdao de uma solugao com concentracao de 1 mg/mL.

A partir desta solucdo foi transferida uma aliquota de 5,0 mL para baldo
volumétrico de 100 mL, completando-se o volume com agua purificada, obtendo-se solucao
de concentracdo final de cefuroxima sddica de 50 pg/mL. Este procedimento foi realizado em

triplicata.
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6.1.6.2 Preparo da amostra

Uma quantidade de pd referente ao peso médio foi exatamente pesada e
transferida para balao volumétrico de 1000 mL para obtengdo de solugdo com concentragao
de 0,77 mg/mL. Uma aliquota de 6,5 mL foi transferida para balao volumétrico de 100,0 mL
completando-se o volume com agua purificada para obtencao de solucao de 50,05 pg/mL. A
partir desta solucdo, foram transferidas aliquotas de 2,0 mL para baldo de 10 mL e o volume
foi completado com agua purificada, obtendo solucdo de concentracao final de 10,01 pg/mL.
As leituras das solucOes foram realizadas em espectrofotometro, utilizando-se cubetas de

quartzo com 1 cm de caminho Optico. As solucdes foram preparadas em triplicata.

6.1.6.3 Calculos

A concentracao da solugao amostra foi obtida pela Equacao 1:

C/.\ =A,. CSR/ Asr Equagéo 1

Em que:

Ca: concentragao da amostra (ug/mL)
A,: concentragao da substancia de referéncia (ug/mL)
A,: absorvancia da amostra

Asr: absorvancia da substancia de referéncia

O teor percentual de cefuroxima sddica nas amostras foi calculado pela Equacgdo

Ca% =C,. 100/ C Equacao 2

Em que:
Ca: concentracao de cefuroxima sddica encontrada na amostra (mg)

Ci: concentracao de cefuroxima sodica tedrica na amostra (mg)

Os valores experimentais da determinacdo de cefuroxima sddica nas amostras

pelo método proposto encontram-se na Tabela 14.

Daniela Cristina de Macedo Vieira 84



Espectrofotometria na regido de ultravioleta

Tabela 14: Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sodica amostra (750,0 mg)

pelo método espectrofotométrico na regido de ultravioleta em 280,0 nm

Quantidade
Ensaios Abs* encontrada Teor % Média + e.p.m. DPR(%)
(mg)

I 0,391 731,47 97,53

II 0,382 765,30 102,04
III 0,383 738,07 98,41

v 0,391 755,25 100,70 99,49+ 0,62 +A40
\' 0,390 737,45 98,32

VI 0,383 749,65 99,95

*cada valor é a média de trés determinagGes distintas
e.p.m.: erro padrao médio

DPR%: desvio padrdo relativo percentual

6.1.7 Teste de recuperacao

O teste de recuperagao é realizado com o objetivo de comprovar a exatidao do
método proposto (AOAC, 2002; USP, 2009b). Desta forma, quantidades conhecidas da
substancia de referéncia sao adicionadas nas solucdes de cefuroxima sédica injetavel para a
quantificagdo da substancia. Para o ensaio de recuperacao sdo transferidas aliquotas de
solucao-amostra para baldes volumétricos, aos quais sao adicionadas quantidades definidas
de solucao de cefuroxima sddica substancia de referéncia, preparadas em concentracoes

adequadas e referentes as obtidas para execucdo do ensaio.

6.1.7.1 Preparo das solugdes

Foram analiticamente pesados 50,0 mg de cefuroxima sddica substancia de
referéncia e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL para o preparo de solucdo de
cefuroxima sddica SR com concentragao de 1000 pug/mL. Desta solucao foi tomada aliquota
de 5,0 mL e transferida para balao de 100 mL e completado o volume, obtendo-se
concentracao de 50 ug/mL. A solugao amostra foi preparada com concentracao de 100
ug/mL, a partir de uma solugdo a 1000 ug/mL preparada pela dissolucdo de 49,65 mg de pd

em 50 mL de agua purificada.
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Para o ensaio de recuperacao, foram transferidas aliquotas de 2,0 mL da solucao
amostra para baldes de 25 mL denominados A, R1, R2 e R3. Foram adicionados 1,0, 2,0 e
3,0 mL as solucao de cefuroxima sddica SR em concentracdao de 50 pg/mL, nos baldes R1,
R2 e R3, respectivamente.

Para o preparo da solucao padrao, foram transferidos 6,0 mL de solucao de
cefuroxima sddica SR a 50 ug/mL para um baldo de 25 mL, completando o volume com agua
purificada e obtendo solugdo de concentragao de 12 ug/mL.

Os volumes dos baldes foram completados com agua purificada, obtendo-se
concentragao de 10, 12 e 14 ug/mL para os baldes A, R1, R2 e R3, respectivamente (Tabela

15).

Tabela 15: Preparo das solugdes para o teste de recuperacdo aplicado a amostra de cefuroxima sddica

para o método espectrofotométrico na regido de ultravioleta em 280,0 nm

Volume solugao-amostra Volume cefuroxima L
o Concentragao final
(mL) sodica SR (mL)
em 25 mL (ung/mL)
(100 pg/mL) (50 pg/mL)

A 2,0 - 8,0
R1 2,0 1,0 10,0
R2 2,0 2,0 12,0
R3 2,0 3,0 14,0
P - 4,0 8,0

6.1.7.2 Calculo do teste de recuperagao

A percentagem de recuperacao (R%) pode ser calculada através da expressao

descrita pela AOAC (2002), apresentado na Equacao 3:

R% =[ (C—Cy )/ Ca].100 Equagao 3

Em que:
C: = Concentracao da substancia de referéncia + amostra
C. = Concentragao da amostra

C, = Concentracdo da substancia de referéncia adicionada
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Os valores encontrados no teste de recuperagao para amostra de cefuroxima

sodica estao na Tabela 16.

Tabela 16: Teste de recuperacdo de solucdo de cefuroxima sddica SQR adicionada a solugdo de

cefuroxima sodica amostra pelo de método espectrofotométrico na regido do ultravioleta em 280,0 nm

Concentragao Concentracgao ~
i Recuperacao L,
tedrica adicionada Abs* encontrada (%) Média
0
(ng/mL) (ng/mL)

R1 2,0 0,417 10,35 102,57
R2 4,0 0,484 12,19 99,80 100,82
R3 6,0 0,559 14,29 100,11

* cada valor é a média de trés determinagGes

6.1.8 Discussdo

Os espectros de absorcao no ultravioleta sao instrumentos Uteis na identificacao
de compostos organicos e na elucidacao de suas estruturas, no entanto a relacdo detalhada
da estrutura molecular com bandas de absorcao é muito extensa, mas uma informacao
relativa a um composto de estrutura desconhecida pode, algumas vezes, ser obtida pela
comparagao direta do seu espectro de absorgao com os compostos-modelo de estrutura
conhecida (EWING, 2001).

A curva analitica foi feita plotando-se os valores de absorvancia versus a
concentragdo da substancia de referéncia e a Lei de Beer foi valida no intervalo de 5,0 a
14,0 pg/mL (Tabela 9). O coeficiente de correlacao (0,9996) e a equacao da reta inclinacao
da reta, y = 0,0412x — 0,0328, foram calculados usando o método dos minimos quadrados.
O valor da absortividade molar foi de 1,15 x 10*L mol~*cm™.

A repetibilidade do método foi determinada por analise de seis replicatas da
amostra, cada uma na concentracao de 10 pg/mL. Nesta concentracao, o desvio padrao
relativo foi de 1,40 (Tabela 14).

A eficacia do método (Tabela 10) proposto foi avaliada pelo calculo do valor do
teste-F e comparado com o método oficial (USP, 2009a; BP, 2010). Medidas dos valores do
teste-F foram obtidos com 95% de confianca. Os resultados mostram que o F calculado
(2,81) nao excedeu o valor tedrico que é de 3,11 e nado difere significativamente do método
oficial (RODRIGUES, 1986).
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A exatidao do método foi determinada pelo teste de recuperacdo. Desta forma,
quantidade conhecida da substancia de referéncia foi adicionada nas solucdes de cefuroxima
sddica injetavel para quantificacdo da substancia. Obteve-se neste teste recuperacao de
100,83%, que é satisfatdrio e € um requisito obrigatério para a validagao de métodos
analiticos.

A precisaio do método proposto (Tabela 11) foi obtida utilizando-se seis
determinac0Oes de cefuroxima sodica injetavel, sendo cada preparagao realizada em triplicata
e as medidas realizadas de preparagoes distintas.

A robustez avaliou a confiabilidade do método proposto pela alteracdo do valor do
pH, que passou de 7,2 para 6,8 e através da alteracdo do valor do comprimento de onda
que era de 280,0 nm e foi alterado para 283,0 nm. Pode ser observado que mesmo com a
alteracdo desses parametros os valores encontrados em trés determinagdes da cefuroxima
sddica no medicamento estao dentro do valor preconizado que é de 99-102 % do teor.

O teor médio de cefuroxima sddica nos frascos-ampola foi de 749,19 mg
(99,89%) determinados durante seis dias consecutivos e em triplicata, sendo cada medicao
originada de solugdes distintas.

O método espectrofotométrico tem baixa especificidade para compostos contendo
anel B-lactdmico que absorvem em uma faixa de 250-270 nm (MARTINEZ; FALCO; CABEZA,
2002). No entanto, o método proposto e dados da literatura (CHAUDHARI et al., 2006)
mostram que este método tem boa especificidade e seletividade para determinacdo de

cefuroxima sodica sob a forma farmacéutica injetavel.
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6.2 Espectrofotometria na regiao do visivel
6.2.1 Consideragoes gerais

A espectrofotometria na regidao do visivel € uma das técnicas mais utilizadas no
mundo em laboratdrios quimicos e clinicos. Em andlise farmacéutica, € amplamente usada
para identificacdo e doseamento de farmacos e medicamentos. Todas as técnicas
espectrofotométricas sdo baseadas na interacdo de uma substancia quimica com energia
radiante e, na maioria dos casos, o efeito desta interacdo é a absorcdo de energia pela
substancia que esta sendo analisada (WATSON, 1999; OHANNESIAN; 2002). Diferentes
reagentes tém sido utilizados para aumentar a seletividade do método, baseado na
capacidade de absorcao da cefalosporina ou de seus produtos derivados da degradagao
acida/basica (MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002).

A partir de dados encontrados na literatura para outros farmacos (AL-MOMANI,
2001; SALEM; ASKAL, 2002; AMIN; RAGAB, 2004) alguns parametros serao testados para a
determinacao da cefuroxima sddica, principalmente visando obter seletividade quando

comparado com os existentes na literatura.

6.2.2 Material e Método
6.2.2.1 Metodologia empregando Fe(III) e o-fenantrolina

O espectro na regido do visivel foi obtido utilizando-se equipamento
espectrofotébmetro UV-VIS Shimadzu UV-mini 1240 e cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho optico. A leitura foi feita entre 400 e 700 nm. Foi preparada uma solucao de
cefuroxima sddica a 50 pg/mL em tampao citrato pH 4,2. Resumidamente, 10,0 mg de
cefuroxima sodica transferidos para baldao volumétrico de 50 mL foram dissolvidos em
solucao tampdo citrato pH 4,2 para obtencao de solucdo a 200 pg/mL. Uma aliquota de
12,5 mL foi transferida para baldo volumétrico de 50 mL o qual foi completado com solucdo
tampao citrato pH 4,2 para obtencdo de solucdao de cefuroxima sddica sédica 50 pg/mL. A

reacdo entre o Fe** e a ofenantrolina estd expressada na Figura 13.
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Figura 13: Reacdo de complexacdo do Fe** com a o-fenantrolina

A cefuroxima sddica reage com o complexo [Fe (phen);]** dando uma soluco de

cor alaranjada

6.2.3 Construcdo da curva de Ringbom

Foram pesados analiticamente 50,0 mg de cefuroxima sddica substancia de
referéncia, previamente dessecados em estufa a vacuo durante 2 horas, e transferidos para
baldo volumétrico de 50 mL, completando-se o volume com agua purificada. O pH foi
ajustado em 4,2 com tampao citrato. Uma aliquota de 25,0 mL foi transferida para baldo
volumétrico de 50 mL para obtencdo de solucdo de concentracdo de 500 pg/mL em agua
purificada. A partir desta solucao, foram transferidas aliquotas para obtencdo de curva de
Ringbom com 18 pontos de concentragbes crescentes, com auxilio de micropipeta. Foram
adicionados em cada balao, 1,0 mL de solucao de Fe(III) 0,01 Me 500 pL de solugao de o
fenantrolina 0,02 M, seguido de aquecimento em banho de agua a 40°C por 30 minutos. Os
volumes foram completados com agua purificada em baldes volumétricos de 10 mL,
obtendo-se solugdes com concentracdes de 10,0 a 400,0 pg/mL de cefuroxima sddica
(Tabela 17).
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]3+

Tabela 17: Obtencdo da curva de Ringbom de cefuroxima sodica + [Fe (phen)s por

espectrofotometria na regido do visivel em 510,0 nm

Pontos Vol. (mL) cefuroxima sodica SR Concentragao Abs,
(500 pg/mL) adicionado final (ug/mL)
1 0,2 10,0 0,016
2 0,4 20,0 0,037
3 0,6 30,0 0,055
4 0,8 40,0 0,078
5 0,9 45,0 0,089
6 1,0 50,0 0,104
7 1,2 60,0 0,126
8 1,4 70,0 0,144
9 1,6 80,0 0,181
10 1,8 90,0 0,207
11 2,0 100,0 0,226
12 24 120,0 0,284
13 2,8 140,0 0,342
14 3,2 160,0 0,365
15 3,6 180,0 0,466
16 4,0 200,0 0,524
17 6,0 300,0 0,832
18 8,0 400,0 1,091

A curva de Ringbom (Figura 14) foi obtida utilizando-se logaritmo das

concentracgoes (Ug/mL) versus absorvancia.
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Figura 14: Curva de Ringbom obtida pelo método espectrofotométrico na regidao do visivel, . = 510

nm, para solugao de cefuroxima sddica substancia de referéncia de 10,0 a 400,0 pg/mL.

6.2.4 Obtengdo da curva analitica

Apds a obtencdo da curva de Ringbom, foi determinada a faixa de concentragao
que obedece a lei de Lambert-Beer.

Para obtencao da curva analitica foi preparada uma solucdo de cefuroxima sddica
substancia de referéncia a 500,0 pg/mL. A partir desta solucdo, foram transferidas aliquotas
com auxilio de micropipetador para obtencdo de solucdes com concentragdes de 100,0 a
300,0 pg/mL de cefuroxima sddica substancia de referéncia (Tabela 18).

Foram adicionados em cada baldo volumétrico, 1 mL de solucao de Fe(III) 0,01 M
e 500 pL de solugao de o-fenantrolina 0,02 M sendo o volume completado para 10 mL com

agua purificada.
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Tabela 18: Preparo da curva analitica de cefuroxima sddica por espectrofotometria na regidao do visivel
a 510,0 nm

Vol. de cefuroxima ; -
Vol. (mL) de Vol. (uL) deo- Vol.de agua gqsp Concentracao

Pontos sddica 500,0
Fe(III) 0,01 M fen 0,02 M BV 10 mL (mL) final (pg/mL)
Hg/mL (mL)
1 2,0 1 500 6,5 100,0
2 2,8 1 500 5,7 120,0
3 3,2 1 500 53 160,0
4 3,6 1 500 4,9 180,0
5 4,0 1 500 4,5 200,0
6 6,0 1 500 2,5 300,0

A representacdo grafica da curva analitica e o coeficiente de regressao das
solucdes de cefuroxima sédica em concentracdes de 100,0 a 300,0 pg/mL pelo método

espectrofotométrico na regido do visivel em 510,0 nm estdo representados na Figura 15.

0,7 -

0e y = 0,0751x + 0,179
= r* = 0,9991
Eos-
©
5 0,4
&
g 0,3
s Y
202
<

0,1 -
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Concentragao (ug/mL)

Figura 15: Representacao grafica da curva analitica da solugdo de cefuroxima sodica pelo método

espectrofotométrico na regido do visivel em 510,0 nm.

6.2.5 Validagdo do método

O método foi validado para determinagdo da linearidade, precisao, robustez e
exatidao (ICH, 2005; USP, 2009b).
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- Linearidade: para validacdo do método, cinco concentracdoes (100,0 a 300,0 yg/mL) da
SQR e cinco concentragdes (100,0 a 300,0 pg/mL) da amostra foram utilizadas. O célculo da
regressao linear pelo método dos minimos quadrados foi efetuado (Tabela 19).

- Precisao: repetibilidade (intramétodo) e precisdo (intermétodo) determinadas na
concentracdo de 120 pg/mL (100% da concentracao do farmaco). A repetibilidade do
método foi estudada pela analise das amostras em concentracdes diferentes no mesmo dia.
A precisao intermediaria foi avaliada por comparagao do método em diferentes dias.

- Exatidao: foi determinada pelo teste de recuperagao (Tabela 24).

- Robustez: a robustez do método foi determinada pela analise de algumas amostras sob
varias condicoes. Os fatores considerados foram a variacao do aparelho (Tabela 20) e a

variacao do comprimento de onda (Tabela 21).

Tabela 19: Andlise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo da curva

analitica de cefuroxima sddica SQR, utilizando o método espectrofotométrico na regiao do visivel

 Fontesdevariacgfo @ GL  SQ QM Fcal  Ftab
Entre 5 0,4274 0,07437 472,6* 3,11
Regressao linear 1 0,4271 0,4271 431,6* 4,75
Desvio da linearidade 4 0,003355 0,000672 0,05 3,26
Residuo 12 0,0032 0,000286
Total 17 0,4295

*Significativo para p<5%

Tabela 20: Robustez do método espectrofotométrico na regido do visivel representado pela mudanca

do equipamento

Quant. encontrada

Ensaios Abs* Teor % Média £ e.p.m. DPR(%)
(mg)
I 0,233 768,15 102,42
II 0,229 745,28 99,37 100,92 + 1,11 1,57
III 0,254 757,33 100,97

*cada valor é a média de trés determinages distintas
e.p.m.: erro padrdo médio
DPR: desvio padrao relativo

Daniela Cristina de Macedo Vieira 94



Espectrofotometria na regido do visivel

Tabela 21: Robustez do método espectrofotométrico na regido do visivel representado pelo aumento

do comprimento de onda (515,0 nm)

Quant. encontrada

Ensaios Abs* Teor % Média £ e.p.m. DPR(%)
(mg)
I 0,250 735,45 98,06
II 0,261 749,30 99,90 99,13 £ 0,15 0,22
II1 0,249 745,74 99,43

*cada valor é a média de trés determinages distintas
e.p.m.: erro padrao médio
DPR: desvio padrao relativo

6.2.6 Determinacdo de cefuroxima sodica

6.2.6.1 Preparo da solugao de cefuroxima sddica SQR

Foram transferidos volumes de 50 mL de solucdo de cefuroxima sodica SQR com
concentracao de 1000,0 pg/mL para balao volumétrico de 100 mL. Adicionaram-se 1,0 pL de
solucao de Fe(III) e 500 uL de solugao de o-fenantrolina. O pH foi ajustado em 4,2 com
solucao de acido citrico e o volume foi completado com agua purificada para obtencdo de

uma solucao com concentragao 500 pug/mL. Este procedimento foi realizado em triplicata.

6.2.6.2 Preparo da solugao de cefuroxima sédica amostra

Foram pesados 20 frascos de cefuroxima sédica amostra para a determinagao do
peso médio, que foi de 0,770 g. Uma quantidade de pd equivalente a trés pesos médios foi
exatamente pesada e transferida para baldo volumétrico de 1000 mL. O pH foi ajustado em
4,2 com solucao de acido citrico e o volume foi completado com agua purificada para
obtencdo de uma solugdao com concentracao 2,31 mg/mL. Uma aliquota de 21,64 mL foi
transferida para baldo volumétrico de 100 mL onde também foram adicionados 1,0 mL de
solucao de Fe (III) e 500 pL de solucao de o-fenantrolina. O volume foi completado com
agua purificada, para obter uma solucao de concentracao de 500 pg/mL.

As leituras foram realizadas em espectrofotdmetro a 510 nm, utilizando-se cubeta
de quartzo com 1 cm de caminho dptico e agua purificada adicionada dos reagentes solucao
de Fe(III) e solucao de o-fenantrolina como branco.
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6.2.6.3 Calculos

A concentracao da solugao amostra foi obtida pela Equagao 4:

Ca= Ap.Csr / Asr Equagéo 4

Em que:

Ca = concentragao da amostra (ug/mL)

Csr = Concentragdo da substancia de referéncia (ug/mL)
A, = Absorvancia da amostra

Asr = Absorvancia da substancia de referéncia

O teor percentual de cefuroxima sddica na amostra foi calculado pela Equacao 5:

Ca% =C,. 100/ C, Equacao 5

Em que:
Ca = concentracao de cefuroxima sddica encontrada na amostra (ug/mL)

C; = concentracao de cefuroxima sddica tedrica na amostra (mg)

Os valores experimentais da determinacdo de cefuroxima sddica nos frascos-

ampola pelo método proposto encontram-se na Tabela 22.

Daniela Cristina de Macedo Vieira 96



Espectrofotometria na regido do visivel

Tabela 22: Quantidades determinadas para o doseamento cefuroxima sddica amostra (750,0 mg) pelo

método espectrofotométrico na regido do visivel em 510,0 nm

Quantidade
Ensaios Abs* encontrada Teor % Média + e.p.m. DPR(%)
(mg)

I 0,295 764,39 101,92

II 0,299 755,07 100,68
III 0,299 735,23 98,03

v 0,299 736,66 98,22 99,82+ 0,66 148
\") 0,297 749,51 99,93

VI 0,296 751,06 100,14

*cada valor é a média de trés determinagGes distintas
e.p.m.: erro padrdo médio
DPR%: desvio padrdo relativo percentual

6.2.7. Teste de recuperacao

O teste de recuperagao é realizado com o objetivo de comprovar a exatidao do
método proposto (AOAC, 2002; USP, 2009b). Desta forma, quantidades conhecidas da
substancia de referéncia sao adicionadas nas solucdes de cefuroxima sédica injetavel para a
quantificagdo da substancia. Para o ensaio de recuperacao sdo transferidas aliquotas de
solucao-amostra para baldes volumétricos, aos quais sao adicionadas quantidades definidas
de solucao de cefuroxima sddica substancia de referéncia, preparadas em concentracoes

adequadas e referentes as obtidas para execucdo do ensaio.

6.2.7.1 Preparo das solugdes

Foram analiticamente pesados 25,0 mg de cefuroxima sddica substancia de
referéncia e transferidos para baldo volumétrico de 25 mL para o preparo de solucdo de
cefuroxima sédica SQR com concentracdao de 1000 pg/mL. O pH foi ajustado em 4,2 com
acido citrico. Desta solucdo, uma aliquota de 25,0 mL e transferida para baldao de 50 mL e
completado o volume com agua purificada, obtendo-se concentracdo de 500 pg/mL. A
solugao amostra foi preparada com concentracao de 500 ug/mL, a partir de uma solugao a
1000 pg/mL preparada pela dissolucdo de 100,05 mg de cefuroxima sodica p6 em 100 mL

de agua purificada.
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Para o ensaio de recuperacao, foram transferidas aliquotas de 2,0 mL da solucao
amostra para baldes de 10 mL denominados A, R1, R2 e R3. Foram adicionados 0,4, 1,2 e
1,6 mL de solucao de cefuroxima sddica SR em concentracao de 500 ug/mL, nos baldes R1,
R2 e R3, respectivamente.

Para o preparo da solucao padrao, foram transferidos 2,0 mL de solucao de
cefuroxima sddica SR a 500 pg/mL para baldo volumétrico de 10 mL, obtendo solucao de
concentragao de 100 pg/mL.

Os volumes nos baldes foram completados com agua purificada apds a adicao de
1 mL de solugao de Fe(III) e 500 uL de solugao de o-fenantrolina obtendo-se concentragdes
de 100,0; 120,0; 160,0 e 180,0 pug/mL para os baldes A, R1, R2 e R3 (Tabela 23).

Tabela 23: Preparo das solugdes para o teste de recuperacao aplicado a amostra de cefuroxima sddica

para o método espectrofotométrico na regido do visivel em 510,0 nm

Volume solugao-amostra Volume cefuroxima .
i Concentragao final
(mL) sodica SR (mL)
(ng/mL)
(500 ug/mL) (500 ug/mL)
A 2,0 - 100,0
R1 2,0 0,4 120,0
R2 2,0 1,2 160,0
R3 2,0 1,6 180,0
P - 2,0 100,0

6.2.7.2 Calculo do teste de recuperagao

A percentagem de recuperacao (R%) foi calculada pela Equacao 9 descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002).

R% =[G -C,)/C.]. 100 Equacgao 6:

Em que:

C: = concentracao da substancia de referéncia + concentracdo da amostra
of
G

concentragao da amostra

concentracao da substancia de referéncia adicionada
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Os valores encontrados no teste de recuperacao para frasco-ampola de

cefuroxima sodica estao na Tabela 24.

Tabela 24: Teste de recuperacdo de solugdo de cefuroxima sddica SQR adicionada a solugdo de

cefuroxima sodica amostra pelo método espectrofotométrico na regido do visivel em 510,0 nm

Conc. tedrica adicionada Conc. Recuperacao
(ug/mL) Abs* encontrada (%)
(ng/mL)
R1 20,0 0,248 122,19 101,83
R2 60,0 0,299 158,80 99,25
R3 80,0 0,347 178,00 98,88

* cada valor é a média de trés determinagGes

6.2.8 Discussdo

A espectrofotometria na regido do visivel em analise farmacéutica € amplamente
usada para identificacdo e doseamento de farmacos e medicamentos. Todas as técnicas
espectrofotométricas sdo baseadas na interacdo de uma substancia quimica com energia
radiante e, na maioria dos casos, o efeito desta interacdo é a absorcdo de energia pela
substancia que esta sendo analisada (WATSON, 1999; OHANNESIAN; 2002).

Os métodos espectrofotométricos utilizados na determinagdo de cefalosporinas
incluem niquel (II)-hidroxilamina (AGBABA et al., 1997), oxidacdo com Ce (IV) (AYAD et al.,
1999a), formacgao de precipitado com excesso de Pb (II) (AYAD et al., 1999b), degradacao
alcalina com sulfeto de hidrogénio e formacao de azul de metileno (ALWARTHAN et al.,
1993) e neocuproina-cobre (II) (MORENO; SALGADO, 2008).

Diferentes parametros afetam a reacdo de oxidacao e por isso a determinagao da
cefuroxima sodica foi otimizada. Isto inclui a acidificacdo do meio, a concentracdo das
solugOes de Fe (III) e de o-fenantrolina e a temperatura da reagao.

A constante de equilibrio do complexo Fe (o-fen)**; é 2,5 x 10° a 25°C. A
formacdo quantitativa do complexo pode ser concluida na faixa de pH entre 2 e 9 (AL-
MOMANI, 2001). Diferentes valores de pH, na faixa de 3 e 5 foram testados. Em valores de
pH > 5,0, a solubilidade da o-fenantrolina foi incompleta. O maximo sinal analitico foi

observado em pH = 4,2, entdo a solucao de o-fenantrolina foi mantida neste valor de pH.
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O efeito da acidificacdo da solucao de Fe (III) sobre a absorvancia foi verificado.
Os efeitos da mudanga da concentragao de H,SO, (0,3-1,4 M) na absorvancia do complexo
formado mostram um aumento da absorcdo até um valor de 0,8 M. A influéncia da
concentracao de Fe (III) no sinal analitico também foi investigada e observou-se um maximo
de absorvancia obtido com solucdo de Fe (III) 0,01 M, que foi utilizado em todas as analises.

Diferentes concentragdes de o-fenantrolina na faixa de 0,01-0,08 M em tampao
citrato foram testadas. Em baixas concentragbes, uma separacao do pico foi observada
devido a reacao incompleta. Com o aumento da concentracao da o-fenantrolina, a
absorvancia também aumentou mostrando um maximo na concentragao de 0,06 M que foi
utilizada durante o experimento.

O espectro de absorgao mostrou pico de absorcao maxima em 510,0 nm,
utilizando solugao aquosa de cefuroxima sodica a 500,0 pg/mL. A linearidade da curva
analitica e a conformidade com a Lei de Beer foram comprovadas pelos valores dos
coeficientes de correlacdo linear, 0,9991 no intervalo de concentracdo de 100,0 a
300,0 pg/mL. A equagao da reta foiy = 0,0751x + 0,179.

A precisdo intradia foi avaliada pela analise de cinco concentracdes diferentes e a
precisao interdia foi similarmente avaliada em trés dias diferentes.

Os resultados em ambos os testes apresentaram alta precisdao, sendo que o
desvio padrao relativo ndo excedeu 2% (Tabela 22).

A performance do método foi determinada pelo calculo do valor £e do valor ~ Os
resultados mostraram que os valores calculados de e Fnao excederam o valor tedrico com
95% de confianca (RODRIGUES, 1986). Estes resultados indicam que o método proposto
nao difere significativamente do método oficial.

O teste de recuperacao foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatidao do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de SQR foram adicionadas as
solucoes de cefuroxima sddica amostra para quantificacdo da substancia. A recuperacao
média foi de 99,98%. Com este resultado comprovou-se a exatiddo do método proposto,
gue é um dos requisitos obrigatdrios dos métodos analiticos.

A robustez avaliou a confiabilidade do método proposto pela mudanca do
equipamento e por pequenas alteragdes do valor do comprimento de onda que era de
510,0 nm e foi alterado para 515,0 nm. Pode ser observado que mesmo com a alteragao
destes parametros, os valores encontrados em trés determinagbes da cefuroxima sddica no

medicamento estao dentro do valor preconizado que é de 99-102 % do teor.
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6.3 Espectrofotometria na regiao do infravermelho

6.3.1 Consideragoes gerais

Processos de sintese de novos farmacos necessitam do desenvolvimento de
procedimentos de andlise confidveis que permitam a identificacdo da espécie quimica, bem
como sua deteminagao quantitativa (SADLEJ-SOSNOWSKA et al., 2006).

A espectroscopia na regido do infravermelho é uma técnica popular utilizada para
a identificacao de varios grupos funcionais. Entre os métodos de identificacdo recomendado
pela British Pharmacopoeia (2005), espectroscopia no IV parece emergir como o melhor
método aplicavel a cerca de 60% das substancias.

Os espectros de infravermelho sdo provocados pelos diferentes modos de
vibragdo e de rotagdo de uma molécula. Nos comprimentos de onda abaixo de 25 nm a
radiacdo possui energia suficiente para provocar modificacdes dos niveis da energia
vibracional da molécula, e estas modificacdes sao acompanhadas por alteragdes nos niveis
de energia rotacional; portanto, essa energia é bastante grande para originar as transicoes
vibratdrias no estado fundamental da molécula, juntamente com as rotacGes associadas. Isto
significa que as curvas de absorcdo de infravermelho sdo muito mais especificas que as da
regido ultravioleta e visivel, ainda que alguns picos possam, todavia perder a nitidez
(BARNARD; CHAYEN, 1970).

A maioria das aplicagbes da espectroscopia no infravermelho se refere a
compostos organicos, principalmente em virtude da agua, o principal solvente dos
compostos inorganicos, absorver fortemente além de 1,5 pym. Além disso, os compostos
inorganicos possuem bandas de absorcado largas, enquanto as substancias organicas podem
proporcionar numerosas bandas mais estreitas (JEFFREY et al., 1992).

O espectro de absorcao de um composto no infravermelho pode ser encarado

III

como uma espécie de “impressdo digital” do composto. A fim de detectar uma impureza
numa substancia, pode-se fazer uma comparacdo entre o espectro da substancia e o
espectro do composto puro; as impurezas provocam o aparecimento de bandas de absor¢ao
extras no espectro (HARRIS, 2001).

Bugay e colaboradores (1996) demonstraram que a técnica é eficaz para
identificacdo de formas polimorficas da cefepima.

Apesar de a espectrofotometria no infravermelho ser aceita oficialmente para a

identificagdo de diversos compostos, a literatura registra algumas publicagdes que utilizam
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esta técnica para a anadlise quantitativa (KOROLKOVAS, 1988; AL-ZOUBI et al., 2002,
MATKOVIC et al., 2004; USP, 2009). Assim, procedeu-se a determinacao dos parametros
para a determinacao quantitativa de cefuroxima sddica por espectrofotometria no

infravermelho.

6.3.2 Material e método

6.3.2.1 Obtencao da curva analitica

Foi utilizado espectrofotdbmetro convencional SHIMADZU (Columbia, USA) com
digitalizagao de espectros que permite obter arquivos eletronicos das analises.

Foram tomadas massas equivalentes a 0,5, 0,7, 1,0, 1,5 e 2,0 mg de cefuroxima
sddica SQR (previamente diluida em brometo de potassio a 1:10) e diluidas em brometo de
potassio (Merck PA) previamente dessecado até peso constante e foram preparadas as
pastilhas para leitura com massa total de 250 mg por pastilha (Tabela 25). As leituras foram
realizadas em absorvancia, a fim de avaliar a intensidade dos picos, apresentados na Tabela
7.

A representacao grafica da curva analitica e o coeficiente de regressao de
cefuroxima sddica em concentracdes de 0,5, 0,7, 1,0, 1,5 e 2,0 mg/pastilha pelo método
espectrofotométrico na regido do infravermelho estao representados na Figura 16.

Tabela 25: Preparo da curva analitica de cefuroxima sddica por espectrofotometria no infravermelho

WWW
sodica (mg)* (mg) (mg/250 mg)
1 5,0 245,0 05
2 7,0 243,0 0.7
3 10,0 240,0 1,0
4 15,0 235,0 15
> 20,0 230,0 2,0

* Cefuroxima sodica na diluicdo de 1:10 em KBr.
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Figura 16: Representacao grafica da curva analitica de cefuroxima sddica pelo método

espectrofotométrico na regido do infravermelho.

6.3.2.2 Determinacao de cefuroxima sodica

6.3.2.2.1. Preparo das pastilhas de cefuroxima sddica SQR

Foram tomadas massas de pd equivalentes a 1,5 mg de cefuroxima sddica SQR
(15,0 mg da diluicao 1:10) e devidamente homogeneizadas com 235 mg de brometo de
potassio, perfazendo massa total da pastilha de 250 mg. As determinacdes foram realizadas

em triplicata e as leituras em absorvancia.

6.3.2.2.1.2 Preparo das pastilhas de cefuroxima sodica amostra

Foram tomadas massas de pd equivalentes a 1,5 mg de cefuroxima sddica
substancia amostra (15,0 mg da diluicdo 1:10) em relagdo ao peso médio e devidamente
homogeneizadas com 235 mg de brometo de potassio, perfazendo uma massa total da
pastilha de 250 mg. As determinagdes foram realizadas em triplicata e as leituras em

absorvancia.
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6.3.2.3 Calculos

A concentracao da solugao amostra foi obtida pela Equagao 7:

CA = AA . CSR / ASR Equag50 7

Na qual:

Ca = concentragao da amostra (mg)

Csr = Concentracdo da substancia de referéncia (mg)
A, = Absorvancia da amostra

Asz = Absorvancia da substancia de referéncia

O teor percentual de cefuroxima sddica na amostra foi calculado pela Equacao 8:

Ca% = Cn. 100/ G Equacao 8

Na qual:
Ca = concentracdo de cefuroxima sddica encontrada na amostra (mg)
C; = concentracao de cefuroxima sddica tedrica na amostra (mg)

A concentragdo da amostra (em mg) foi calculada a partir da curva analitica
desenvolvida, utilizando a equacao da reta (y = 0,5053x -0,0114), sendo x a concentracao e
y a absorvancia.

A Tabela 26 representa as quantidades de cefuroxima sédica encontradas nas

pastilhas analisadas.
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Tabela 26: Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sodica amostra pelo método

espectrofotométrico na regido do infravermelho

Ensaios Absorvancia*  Encontrado (mg) Teor (%) Média £ e.p.m. I()o::
I 0,7512 1,5202 101,35
II 0,7439 1,4857 99,05
III 0,7521 1,5147 100,98
IV 0,7505 1,4803 98,69 100,25 + 0,44 1,00
\") 0,7495 1,5084 100,56
V1 0,7498 1,5130 100,87

*Cada valor é a média de trés determinag0es.
e.p.m. = erro padrdo da média
DPR% = desvio padrdo relativo percentual

6.3.3 Teste de recuperagdo

Foi analiticamente pesado o equivalente a 1,0 mg de cefuroxima sddica em
relacao ao peso médio (diluicdo 1:10 em KBr) e 100,0; 200,0 e 400,0 pug de cefuroxima
sddica SQR (diluicdo 1:10 em KBr) e homogeneizados com quantidade suficiente de KBr para
0 preparo das pastilhas com massa de 250 mg. Assim, foram adicionados 100,0; 200,0 e
400,0 ug de cefuroxima sodica SQR as pastilhas, obtendo-se concentragbes de 1,1; 1,2 e
1,4 mg de cefuroxima sddica em R1, R2 e R3, respectivamente. Em seguida, as leituras

foram realizadas, e a intensidade dos picos determinada em absorvancia.

6.3.3.1 Calculo do teste de recuperagao

A percentagem de recuperagao (R%) foi calculada pela Equacao 9, descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002):

I R% = [C-C,) / C.]. 100 I Equagdo 9

Na qual:
C: = concentracao da substancia de referéncia + concentracdo da amostra
of
G

concentracao da amostra

concentracdo da substancia de referéncia adicionada
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A Tabela 27 representa a preparacao das pastilhas de cefuroxima sddica SQR e

amostra utilizadas na realizacao do teste de recuperagao.

Tabela 27: Preparacao das pastilhas para o teste de recuperagdo aplicado a amostra de cefuroxima

sadica para o método espectrofotométrico na regido do infravermelho

. o .. Total por pastilha
Quantidade amostra (mg) Substancia referéncia (mg)

(mg)
A 1,0 - 1,0
R1 1,0 0,100 1,1
R2 1,0 0,200 1,2
R3 1,0 0,400 1,4

* Diluicdo sdlida 1:100 em KBr.

Os valores encontrados no teste de recuperacdo para cefuroxima sédica amostra

estao representados na Tabela 28.

Tabela 28: Teste de recuperacdo de cefuroxima sodica SQR adicionada a cefuroxima sodica amostra

pelo método espectrofotométrico na regido do infravermelho.

Adicionado Encontrado Recuperacao Média DPR(%)
(mg) (mg) (%) (%)
R1 0,1 0,10058 100,58
R2 0,2 0,19738 98,69 99,83 0,82
R3 0,4 0,40009 100,23

*Cada valor é a média de trés determinagdes.

6.3.4 Discussdo

Na primeira etapa do trabalho de desenvolvimento de método analitico foi
estudado o espectro infravermelho de cefuroxima sddica SQR para identificar as bandas do
espectro, o que demonstrou que a cefuroxima sodica apresenta uma banda intensa em
3365,78 cm™ que se atribui ao grupamento amina primario da molécula. Os resultados
evidenciaram relacdo linear entre as concentracoes de cefuroxima sédica substancia de
referéncia utilizada na preparacdao das pastilhas versus absorvancia, sendo possivel a

construcao da curva analitica, a qual apresentou equacao da reta y = 0,5053x - 0,0114 e
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coeficiente de regressao linear de 0,9991, indicando a linearidade do método e, portanto, a
possibilidade de o mesmo ser utilizado para quantificacdo de cefuroxima sddica.

Os resultados encontrados para o medicamento foram de 100,25%, revelando
boa exatidao e precisao, com desvio padrao relativo de 1,00.

O teste de recuperacao foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatidao do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de SQR foram adicionadas as
solugdes de cefuroxima sddica amostra para quantificacdo da substancia. Obtivemos neste
teste recuperacao média de 99,83%. Com este resultado foi comprovada a exatiddao do
método proposto, que é um dos requisitos obrigatdrios dos métodos analiticos. A precisdao do
método foi obtida utilizando-se seis determinacdes de cefuroxima sodica amostra para
solucdo injetavel. O desvio padrao relativo foi de 0,82.

Atualmente, a combinacdo de espectrofotometria no infravermelho préximo e
calibragdo multivariada vém sendo amplamente utilizada na determinacao de diversas
substancias, dentre elas, farmacos e produtos alimenticios e vem apontando como métodos
emergentes de analise quantitativa (MORGANO et al., 2005).

Assim, podemos concluir que a presente investigagdo demonstrou que a
espectrofotometria no infravermelho, até entdao empregada para a identificacdo de
substancias, pode estender-se a quantificagdo dos farmacos, tornando possivel sua aplicacao

em analises rotineiras de controle de qualidade.

Daniela Cristina de Macedo Vieira 107



Método de Andlise Microbioldgica

6.4 Método de Analise Microbioldgica

6.4.1 Método da Difusio em Agar
6.4.1.1 Consideragoes gerais

O doseamento microbioldgico € um método fisico, no qual um micro-organismo é
usado como revelador. Dentre as metodologias utilizadas para o doseamento, o0 método da
difusdo em agar, cilindros em placas, que emprega meio de cultura sélido inoculado e
distribuido em placas, em sistema de bicamada, através do qual a substancia se difunde. E
essencial que se trabalhe com réplicas, de forma a compensar os desvios inerentes ao ensaio
ou acidental (PINTO; KANEKO; OHARA, 2003).

E um método especifico para antibidticos antimicrobianos. Vem sendo utilizado
em laboratorios clinicos desde a introducao de antibidticos e outros agentes antimicrobianos.
Na terapéutica, muitos métodos de ensaio foram elaborados pela propria industria
farmacéutica para o controle das preparacdes comerciais (ANDREWS, 1999).

A partir de dados obtidos de outros farmacos (GOMES; SALGADO, 2006, TOZO;
SALGADO, 2007; MORENO; SALGADO, 2007) foi realizado o desenvolvimento e a validagao
de ensaio de quantificacdo de cefuroxima sodica SQR e amostra, utilizando método
microbioldgico de difusdo em agar, que relaciona o tamanho da zona de inibicdo com a

concentracdo da substancia ensaiada.

6.4.1.2 Material e Método

Para realizacdo dos testes preliminares foram utilizados cefuroxima sédica SQR e
cefuroxima sddica injetavel descritas no item 4. Os testes preliminares foram realizados para
o desenvolvimento da metodologia de analise para cefuroxima sédica forma farmacéutica

injetavel, alternando-se alguns parametros apresentados na Tabela 29.
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Tabela 29: Parametros testados para a avaliacdo de cefuroxima soédica por ensaio microbioldgico-

método de difusdo em agar

Parametros Descricdo
Staphylococcus aureus ATCC 6538
Micro-organismos Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Micrococcus luteus ATCC 9341

Agar BHI
Meio n° 1 de Grove-Randall
Meio de cultura Meio n° 2 de Grove-Randall

Tryptic Soy Agar

Agua purificada
Solugdo diluente Solugao tampao pH 6,0
Solucao tampao pH 8,0

Concentracao do indculo 0,5%; 1,0% e 2,0%

Concentracao das solugdes 25,0; 50,0 e 100,0 pg/mL
30,0; 60,0 e 120,0 pg/mL

Os meios de cultura utilizados, assim como a agua purificada, foram esterilizados
em autoclave a 121°C, durante 15 minutos. Foram empregadas placas de Petri com 20,0
mm de altura e 100,0 mm de diametro e templates de ago inoxidavel. Estes materiais foram
esterilizados em estufa a 200°C por 1 hora.

A partir dos resultados obtidos com os diferentes micro-organismos e meios de
cultura, foi possivel estabelecer os parametros para a realizacdo do doseamento
microbioldgico. Assim foram escolhidos Micrococcus luteus (ATCC 9341) como mico-
organismo padrao na concentragao de 2,0%, meios n® 1 e n°® 2 de Grove-Randall para
camada base e de supeficie respectivamente e agua como solucao diluente do farmaco nas
concentragdes 30,0, 60,0 e 120 pg/mL. A padronizacao do ensaio foi realizada utilizando-se

técnica 3 x 3 descrita para outros agentes antimicrobianos (F. BRAS. IV, 1988).
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6.4.1.2.1 Preparo do indculo

O micro-organismo teste foi mantido em agar Casoy inclinado para manutencao e
repicado para caldo BHI, que apds 18 horas de crescimento em estufa para cultura
bacterioldgica ECB 1.2 digital (Odontobras®) a 35 + 2°C foi utilizado para a padronizacdao do
indculo, que foi realizada em espectrofotometro a 580 nm com transmiténcia de 25 + 2%.
Apds a padronizacao, o indculo (2%) foi utilizado em meio n° 2 de Grove-Randall (F. BRAS.
IV, 1988). Todos os meios de cultura foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15

minutos.

6.4.1.2.2 Preparo das solucoes de cefuroxima sddica SQR

Foram transferidos 50,0 mg de cefuroxima sodica substancia de referéncia,
exatamente pesados para balao volumétrico de 100,0 mL e dissolvidos em agua purificada
para obtencdao de uma solugao com concentracao de 500 pg/mL. Desta solucao, foram
tomadas aliquotas de 0,6; 1,2 e 2,4 mL e transferidas para baldao volumétrico de 10,0 mL,
completando o volume com dagua purificada, obtendo-se solucdes com concentracao de

30,0; 60,0 e 120,0 pg/mL, respectivamente.

6.4.1.2.3 Preparo das solucoes de cefuroxima sddica amostra

A partir do peso médio dos frascos-ampola, foram exatamente pesados o
equivalente a 50,0 mg de cefuroxima sddica, transferidos para baldo volumétrico de
100,0 mL e dissolvidos em agua purificada para obtencao de uma solucao com concentracado
de 500 pg/mL. Desta solucao, foram tomadas aliquotas de 0,6; 1,2 e 2,4 mL e transferidas
para baldo volumétrico de 10,0 mL, completando o volume com agua purificada, obtendo-se

solugdes com concentracao de 30,0; 60,0 e 120,0 ug/mL, respectivamente.
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6.4.1.3 Curva analitica

Foram utilizadas 18 placas de Petri e o teste foi realizado em camara de fluxo
laminar com a transferéncia de 20 mL do meio de cultura n® 1 de Grove-Randall para o
preparo da camada base. Com auxilio de pipetador automatico e, apds a solidificacao da
camada base, foram adicionados 5 mL de meio de cultura n® 2 de Grove-Randall com
indculo a 2%. Em seguida foram adicionados templates de aco inoxidavel estéreis, um em
cada placa e com auxilio de pipetador automatico, 200 pL das solucdes padrao e amostra
foram adicionados em delineamento 3 x 3 (Figura 17). As placas foram colocadas em estufa
incubadora a 359 + 2°C. Apos 18 horas, foram realizadas medidas dos diametros dos halos

de inibigdo ao centésimo de milimetro, com auxilio de um paquimetro digital.

Figura 17: Delineamento 3 x 3, demonstrando a disposicao das solugdes SQR (P) e amostra (A) na
placa de Petri, em que P1 (30 pg/mL); P2 (60 pug/mL); P3 (120,0 pg/mL); Al (30 pg/mL); A2 (60
Mg/mL) e A3 (120,0 pg/mL).

A curva analitica foi construida em grafico logaritmico da concentracao versus
didametro dos halos de inibicdo, com as médias dos didametros de cada uma das
concentracdes da SQR. Os valores dos diametros dos halos de inibicdo do crescimento
bacteriano, obtidos para solugdes em diferentes concentragdes de padrao e amostra de

cefuroxima sddica encontram-se na Tabela 30.
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Tabela 30: Valores dos diametros dos halos de inibicao obtidos no doseamento de cefuroxima sodica

pelo ensaio microbioldgico pelo método de difusdo em agar

Concentracgao . Média dos diametros dos
. Diametro dos halos . DPR
das solugdes o halos de inibicao (mm) +
de inibicao (mm) (%)
(ug/mL) e.p.m.

18,04
18,05

P1 30,0 18,05 + 0,75 1,07
18,05
20,01
20,02

P2 60,0 20,01 + 0,88 1,25
20,01
22,05
22,05

P3 120,0 22,05+ 0,95 1,34
22,04
18,06
18,05

Al 30,0 18,05 + 0,76 1,08
18,04
20,00
20,01

A2 60,0 20,02 £ 0,85 1,20
20,02
22,05
22,05

A3 120,0 22,05+ 0,93 1,32
22,05

e.p.m. = erro padrdo da média
DPR% = desvio padrao relativo percentual

A equacdo da reta para representacao grafica da curva analitica foi determinada
por regressao linear, pelo método dos minimos quadrados. Para a construcdo da curva foram
utilizados os valores da média de trés determinagdes, do didametro das concentragdes 30,0;

60,0 e 120,0 pg/mL. A curva foi construida usando o programa Excel 98 (Figura 18).
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Figura 18: Representagao grafica da curva analitica de cefuroxima sddica pelo ensaio microbioldgico —
método de difusdo em agar.

6.4.1.4 Validacdo do método

O método foi validado para determinacao da linearidade, precisdo, robustez e
exatidao (ICH, 2005; USP, 2009b).
- Linearidade: para validagdo do método, trés concentracoes (30,0, 60,0 e 120,0 ug/mL)
da SQR e 3 concentragoes (30,0, 60,0 e 120,0 ug/mL) da amostra foram utilizadas. O calculo
da regressdao linear através dos minimos quadrados e a verificacdo da linearidade foi
constatada pela ANOVA (Tabela 34).
- Precisdo: repetibilidade (intramétodo) e precisao (intermétodo) foram determinadas. A
repetibilidade do método foi estudada pelas analises das amostras em concentraces
diferentes no mesmo dia. A precisao intermediaria foi avaliada por comparacao do método
em diferentes dias.
- Exatidao: foi determinada pelo teste de recuperagao.
- Robustez: a robustez do método foi determinada pela analise de algumas amostras sob
varias condicOes. Os fatores considerados foram meio de cultura (Tabela 31) e solvente

utilizado para diluicao da amostra e do padrao (Tabela 32).
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Tabela 31: Robustez do método microbioldgico por difusao em agar, considerando a mudanca do
meio de cultura

Teor (%) encontrado com meio

Ensaio Teor (%) encontrado com agar BHI
de Grove-Randall
I 99,76 100,35
II 100,31 99,85
I11 99,94 99,89
v 100,13 101,25
v 99,38 98,99
VI 99,64 101,05
Média £ e.p.m. 99,96 + 0,15 100,23 + 0,18

Tabela 32: Robustez do método microbioldgico por difusao em agar, considerando o solvente utilizado
para diluicdo da amostra e da SQR

Ensaio Teor (%) encontrado com Teor (%) encontrado com solugao
agua como solvente tampao pH 6,0
I 99,76 99,85
II 100,31 101,56
I11 99,94 101,85
v 100,13 98,65
\Y 99,38 99,87
VI 99,64 100,56
Média * e.p.m. 99,96 £ 0,15 100,39 £ 0,22

6.4.1.5 Determinacdo da poténcia do medicamento

Foram utilizadas 18 placas de Petri para o doseamento de cefuroxima sodica em
frascos-ampola. Em cada ensaio foram utilizadas 6 placas de Petri e os resultados foram
analisados estatisticamente pela ANOVA.

O teste foi realizado em capela de fluxo laminar com a transferéncia do meio de
cultura n° 1 de Grove-Randall para o preparo da camada base. Com auxilio de pipetador
automatico e, ap0s a solidificagdo da camada base, foi adicionado meio de cultura n°® 2 de
Grove-Randall com indculo a 2%. Em seguida, foram adicionados templates de aco

inoxidavel estéreis, um em cada placa e com auxilio de pipetador automatico, 200 pL das

Daniela Cristina de Macedo Vieira 114



Método de Andlise Microbioldgica

solucOes padrao e amostra foram adicionadas em delineamento 3 x 3 (Figura 17). As placas
foram colocadas em estufa incubadora a 35° + 20C. Apds 18 horas, foram realizadas
medidas dos diametros dos halos de inibicao ao centésimo de milimetro, com auxilio de um
paquimetro digital.

Em cada ensaio os resultados foram analisados estatisticamente e a poténcia de
cada doseamento calculada pela equacao de Hewitt (1977).

Os resultados obtidos na determinacao de cefuroxima sddica amostral, no

delineamento 3 x 3 estdo apresentados na Figura 19.

Figura 19: Determinagdo da poténcia de cefuroxima sodica amostra pelo ensaio microbioldgico —
método de difusdo em agar.

A poténcia da cefuroxima sodica amostra, calculados pela férmula de HEWITT
(1977) (Equacao 10) esta apresentado na Tabela 33.

T/R (%) = Antilog M x 100 Equacao 10

M=F/b b = E/I

Em que:

F= 15[(A1 + Az + As) =( Py + Py + P3)]
I = logaritmo da razao das doses

E= Y [(As + P3) = (A + Py)]
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Tabela 33: Valores experimentais obtidos para o doseamento de cefuroxima sodica amostra (750 mg)

pelo ensaio microbioldgico difusdo em agar

Valor encontrado*

Ensaio Teor (%) Média + e.p.m. DPR (%)
(mg/ampola)
I 748,23 99,76
II 750,32 100,31
I1I 749,58 99,94 99,96 + 0,15 0,33
v 750,98 100,13
\ 749,54 99,38
VI 749,34 99,64
P< 0,05

e.p.m. = erro padrdo da média
DPR (%) = desvio padrdo relativo percentual
*Cada valor é a média de seis determinagoes.

A validacao do método foi realizada pela analise da variancia (ANOVA), segundo
tratamento estatistico preconizado pela Farmacopeia Brasileira (1988) para ensaio 3 x 3

utilizando templates e esta representada na Tabela 34.

Tabela 34: Andlise da variancia dos dados obtidos do doseamento de cefuroxima sddica pelo ensaio

microbioldgico difusao em agar

Fontes de variacao GL SQ QM F cal F tab
Preparagao 1 2,523 2,523 5,019* 4,24
Regressao 1 217,08 217,08 173,688* 4,24
Desvio de paralelismo 1 4,084 4,084 3,267 4,24
Quadratico 1 0,005 0,005 0,004 4,24
Diferenca de Quadratico 1 0,350 0,350 0,280 4,24
Entre doses 5 224,043 44,809 35,851* 2,6
Entre placas 5 1,067 2,613 1,093 2,6
Dentro (erro) 25 31,246 1,250
Total 35 388,36

* significativo p < 0,05
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6.4.1.6 Teste de recuperacdo

O teste de recuperacao foi realizado com a finalidade de verificar a exatidao do
método proposto da mesma forma que para o doseamento das solugdes amostra, com a
diferenca que, a solucao amostra estara adicionada de padrao.

No desenvolvimento do teste de recuperacdo do doseamento microbioldgico
foram padronizados valores de 5, 10 e 20% de SQR adicionada, acima dos 100%

preconizados.

6.4.1.6.1 Preparo das solugdes

Neste ensaio, preparou-se uma solucdo de SQR com concentracdo de
1000 pg/mL pesando-se 50,0 mg de SQR em 50 mL de agua purificada. Desta solucdo, foi
transferida uma aliquota de 25,0 mL para baldao volumétrico de 50 mL, completando-se o
volume com agua para uma concentracao final de 500 pug/mL. A solucdo amostra foi
preparada pesando-se o equivalente a 100,0 mg de cefuroxima sddica e dissolvidos em agua
num baldo volumétrico de 100 mL, obtendo-se concentracao final de 1000 pg/mL.

As solugbes para o teste de recuperacao foram preparadas de acordo com a
Tabela 35.

Tabela 35: Representacao do esquema de preparacdao das amostras no teste de recuperacao de

cefuroxima sodica no doseamento microbioldgico método de difusdo em agar.

Vol. (pL) solugao Concentragao de
Vol. (uL) amostra adicionada B L. -
padrao adicionada amostra + padrao em 10
(1000 pg/mL)
(0,5 mg/mL) mL (ug/mL)
300 30 31,5
R1 600 60 63,0
1200 120 126,0
300 60 33,0
R2 600 120 66,0
1200 240 132,0
300 120 36,0
R3 600 240 72,0
1200 480 144,0

Daniela Cristina de Macedo Vieira 117



Método de Andlise Microbioldgica

Apds a execucao do ensaio, as placas foram colocadas em estufa incubadora a
35,0° C £ 2,0° C por 18 horas. Foram realizadas as medidas dos diametros dos halos de

inibicao ao centésimo de milimetro, com auxilio de paquimetro.

6.4.1.6.2 Calculos

A percentagem de recuperagao (R%) foi calculada pela expressao descrita pela
AOAC (AOAC, 2002).

R% = [(PF - PA)/PP] . 100 Equa(_;éo 11

Em que:
Pr = poténcia da substancia de referéncia + amostra
P = poténcia da amostra
Pr» = poténcia da substancia de referéncia adicionada
Os resultados encontram-se representados na Tabela 36.

Tabela 36: Valores experimentais do teste de recuperacao obtidos em amostras de cefuroxima sodica

amostra, pelo ensaio microbioldgico, método de difusdo em agar

Adicionado (%) Encontrado (%) Recuperacao Média
R1 5,0 5,06 101,14
R2 10,0 10,06 100,63 100,77
R3 20,0 20,11 100,55

6.4.1.7 Discussdo

A quantificacdo de agentes antimicrobianos por métodos quimicos, tais como
cromatografia liquida de alta eficiéncia e espectrofotometria mostram-se precisos, porém
nao fornecem verdadeira indicacao sobre a atividade bioldgica (ADAMS et al., 1998).

O ensaio microbioldgico de difusdao em agar tem por finalidade a avaliacdo da
poténcia de antimicrobianos por meio das dimensdes dos halos de inibicao formados pela

difusdo da solucao do farmaco no meio adequado inoculado com o micro-organismo teste.

Daniela Cristina de Macedo Vieira 118



Método de Andlise Microbioldgica

Uma vantagem deste tipo de determinacdo é ndo requerer equipamentos especializados e
dispendiosos, além de ndo utilizar solventes potencialmente toxicos para o analista e para o
meio ambiente.

Embora os métodos microbioldgicos demonstrem um desempenho relativamente
simples, muitos aspectos devem ser considerados no seu desenvolvimento, para assegurar
que eles sejam suficientemente seguros e exatos, tais como: temperatura de incubagao,
espessura do dagar, micro-organismo utilizado, pH da solucdo diluente entre outras
caracteristicas.

Além disso, os ensaios bioldgicos podem sofrer adequacdes para determinacoes
especificas, como em preparagdes farmacéuticas, em que frequentemente se recorre ao uso
de solucdes diluentes tamponadas, e sdo capazes de indicar a atividade biolégica de
produtos de degradacao possivelmente originados (THOMPSON, 2000). Desta forma, os
ensaios bioldgicos continuam sendo essenciais para o desenvolvimento e controle de
qualidade de substancias antimicrobianas.

Alguns artigos relatam o doseamento de antibidticos e antimicrobianos pelo
método de difusao em agar cilindros em placas (SOUZA; BITTENCOURT; SOUZA-FILHO,
2004; SALGADO; LOPES; LUCCHESI, 2006; TOZO; SALGADO, 2007; SALGADO; RONCARI,
2006; MORENO; SALGADO, 2007).

Na determinacdo dos parametros para a padronizacao do ensaio microbioldgico
método de difusdao em agar cilindros em placa para cefuroxima sddica (Tabela 29), optou-se
por trabalhar com Micrococcus luteus ATCC 9341, pois o crescimento do micro-organismo foi
bastante homogéneo e os halos de inibicdo formados apresentaram-se bem definidos, além
da menor patogenicidade em relagdo aos outros micro-organismos.

A velocidade de crescimento do micro-organismo nao foi afetada diretamente
pela composicdo do meio, pois, nos trés meios testados, observou-se crescimento
homogéneo. Foi selecionado o meio n°® 1 de Grove-Randall para a camada de superficie e o
meio n® 2 de Grove-Randall para a camada base devido ao melhor crescimento do micro-
organismo e a facil vizualizacdo do halo de inibicdo.

A concentracdo do indculo empregada deve ser suficiente para apresentar
crescimento homogéneo do micro-organismo, propiciando um contraste com a zona de
inibicdo de crescimento, sem apresentar col6nias isoladas. Os melhores resultados e o
crescimento mais uniforme foram obtidos com o indculo com concentracado de 2,0 %.

Em solucdes diluentes diferentes, observou-se que na agua, os halos de inibicao

formados foram maiores e mais uniformes, sendo este solvente compativel com o
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crescimento bacteriano e com a atividade do farmaco.

Para assegurar a validade do ensaio microbiolégico de difusdo em &gar, na
determinacao da poténcia de cefuroxima sddica, foram utilizados trés concentracoes
diferentes para amostra, idénticas as da SQR, em delineamento 3 x 3 (F. BRAS. IV, 1988).
Estas doses estao em progressdao geométrica, ja que o sistema utilizado possui relacao linear
entre logaritmo da concentracdo da substancia testada e os diametros dos halos de inibicao.
As diluigoes foram definidas de acordo com o tamanho dos halos produzidos, de forma a nao
se sobreporem e ficarem bem espacados.

Através dos resultados obtidos foi construida a curva analitica com solucdao de
30,0; 60,0 e 120,0 pg/mL. As solugdes foram feitas em triplicata, apresentando coeficiente
de correlagao igual a 0,9999. A equacao da reta foi y = 1,8205Ln(x) + 19,297.

O doseamento do método difusao em agar cilindros em placas desenvolvido e
validado para cefuroxima sddica demonstrou ser preciso, exato e linear.

O teste de recuperacao foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas da SQR foram adicionadas nas
solucdes de cefuroxima sddica amostra para quantificacdo da substancia. Obteve-se neste
teste recuperagao média de 100,77%.

A precisao do método foi obtida utilizando-se seis determinacdes de cefuroxima
sédica amostra. O desvio padrao relativo foi 0,3376 %, sendo pode chegar até 15% de
acordo com as literaruras oficiais (F. BRAS. IV, 1988; FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2002;
USP, 2009b; BP, 2010), e o teor de cefuroxima sodica determinado na amostra foi calculado
pela equacdo de Hewitt (1977) obtendo teor médio de 99,96 %, comprovando a
proximidade dos resultados obtidos pelo método proposto com os valores aceitos como
referéncia, que para produto acabado deve variar no maximo, 10% em relacdo ao valor
nominal, segundo referéncias farmacopeicas (F. BRAS. 1V, 1988; FARMACOPEIA
PORTUGUESA, 2002; USP, 2009b; BP, 2010).

A andlise estatistica dos resultados de diametro dos halos obtidos foi
matematicamente verificada pela analise da variancia (ANOVA) e os resultados obtidos, com
F significativo validam o método microbioldgico para cefuroxima sddica (Tabela 34).

De acordo com as farmacopeias britanica, europeia e brasileira, se 0 modelo de
retas paralelas é utilizado, as duas linhas dose - resposta da amostra e da SQR devem ser
paralelas e lineares nas concentragdes utilizadas no calculo. Estas condicdes sdo verificadas
por meio de anadlise estatistica, descrita nestes codigos. Dentre as varidveis avaliadas no

ensaio, aquelas que necessitam ser cumpridas para validar o método proposto estdo a
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regressao linear e a variagao entre doses, que devem ser significativas. A variagao entre
preparagoes, o desvio de paralelismo, desvio de linearidade e variagdao entre placas devem
ser nao-significativos (Tabela 34). Em todos os ensaios estas condigdes foram cumpridas.

O método proposto consiste de uma técnica que permite indicar a poténcia do
produto uma vez que apresenta sensibilidade, linearidade, exatidao e precisao adequadas,
segundo conceitos sobre validagao apresentados na Farmacopeia Brasileira (1988) e por
Riley e Rosanske (1997).

6.4.2 Método Turbidimétrico

6.4.2.1 Consideragoes gerais

Existem varios trabalhos que descrevem a quantificacdo de antimicrobianos,
utilizando o ensaio microbiolédgico, método de difusdo em agar — cilindros em placas
(FROEHLICH, 1991; FRATINI, 1993; MARONA; SCHAPOVAL, 1998; EV; SCHAPOVAL, 2002;
BONILLA, 2004; GOMES; SALGADO, 2006; SALGADO; LOPES, 2006; TOZO; SALGADO, 2007;
MORENO; SALGADO, 2007), entretanto, nenhum artigo utilizando o método turbidimétrico
foi encontrado.

O método turbidimétrico esta descrito na Farmacopeia Brasileira (F. BRAS. 1V,
1988) e uma de suas principais vantagens é o menor tempo de analise.

Este método baseia-se na inibicdo do crescimento microbiano medido pela
turbidez (absorvancia) da suspensdo de micro-organismos adequados/sensiveis ao agente
antimicrobiano contido em um meio. A resposta do micro-organismo é funcdo direta da

concentracdo da substancia ativa.

6.4.2.2  Material e método

Para realizacdo dos testes preliminares foram utilizados cefuroxima sédica SQR e
cefuroxima sddica injetavel descritas no item 4. Os testes preliminares foram realizados para
o desenvolvimento da metodologia de anadlise para cefuroxima sddica forma farmacéutica

injetavel, alternando-se alguns parémetros apresentados na Tabela 37.
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Para a incubacao dos micro-organismos utilizou-se aparelho incubador Shaker
Marconi® modelo MA420 e estufa para cultura bacterioldgica ECB 1.2 digital (Odontobras®).
Para as leituras, utilizou-se espectrofotdmetro Beckman modelo DU® 530.

Dez mililitros dos meios de cultura utilizados foram colocados em tubos de ensaio
com 20,0 cm de altura e 4,0 cm de didmetro e foram esterilizados em autoclave a 121°C,
durante 15 minutos, assim como a agua purificada.

A partir dos resultados obtidos com os diferentes micro-organismos e meios de
cultura foi possivel estabelecer os parametros para a realizacdo do doseamento
microbioldgico. A padronizacao do ensaio foi realizada utilizando-se técnica 3 x 3 descrita

para outros agentes antimicrobianos (F. BRAS. 1V, 1988).

Tabela 37: Parametros testados para a avaliacdo de cefuroxima sodica por ensaio microbioldgico-

método turbidimétrico

Parametros Descricao

Staphylococcus aureus ATCC 6538
Micro-organismos Staphylococcus epidermidis ATCC 12228
Micrococcus luteus ATCC 9341

Caldo BHI
Meio de cultura Caldo Muller Hinton

Caldo Casoy
Agua purificada
Solugdes diluentes Solucao tampao pH 6,0
Solucao tampao pH 8,0

Concentracao do indculo 0,5%; 1,0% e 2,0%

Concentracao das solugdes 25,0; 50,0 e 100,0 pg/mL
30,0; 60,0 e 120,0 pg/mL

A partir dos resultados obtidos com os diferentes micro-organismos e meios de
cultura, foi possivel estabelecer os parametros para a realizagdo do doseamento
microbiolégico. Assim foram escolhidos Micrococcus luteus (ATCC 9341) como mico-
organismo padrdo na concentracdo de 2,0%, caldo BHI e dagua como solugao diluente do

farmaco nas concentracoes 30,0, 60,0 e 120 pg/mL.
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6.4.2.2.1 Preparo do indculo

As culturas de Micrococcus luteus foram repicadas com alca de platina para caldo
BHI e mantidas, para seu desenvolvimento, em estufa microbioldgica a temperatura de
35,0 °C £ 2,0 °C, durante as 24 horas anteriores a realizacdo do experimento. Padronizou-se
0 indculo a 530 nm em espectrofotometro, obtendo-se transmitancia de 25,0% + 2,0%. O

meio de cultura padronizado foi preparado e utilizado imediatamente (F. BRAS. 1V, 1988).

6.4.2.2.2 Preparo das solugdes de cefuroxima sddica SQR

Foram transferidos 50,0 mg de cefuroxima sddica SQR, exatamente pesados para
baldao volumétrico de 100,0 mL e dissolvidos em agua purificada para obtencao de uma
solucdo com concentracdao de 500 pg/mL. Desta solugdo, foram tomadas aliquotas de 0,6;
1,2 e 2,4 mL e transferidas para balao volumétrico de 10,0 mL, completando o volume com
agua purificada, obtendo-se solucdes com concentracdo de 30,0; 60,0 e 120,0 pg/mL,

respectivamente.

6.4.2.2.3 Preparo das solucdes de cefuroxima sddica amostra

A partir do peso médio dos frascos-ampola, foram exatamente pesados o
equivalente a 50,0 mg de cefuroxima sddica, transferidos para baldo volumétrico de
100,0 mL e dissolvidos em agua purificada para obtencao de uma solucao com concentragado
de 500 pg/mL. Desta solucao foram tomadas aliquotas de 0,6; 1,2 e 2,4 mL e transferidas
para baldo volumétrico de 10,0 mL, completando o volume com agua purificada, obtendo-se

solugdes com concentracao de 30,0; 60,0 e 120,0 ug/mL, respectivamente.

6.4.2.3 Curva analitica

Inicialmente procedeu-se o preparo do indculo como descrito no item 6.4.2.2.1,

em seguida, distribuiu-se em tubos idénticos contendo 10,0 mL de caldo BHI estéril, 200 pL

de cada uma das solugdes do padrao e da amostra descritas nos itens 6.4.2.2.2 e 6.4.2.2.3,
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respectivamente. Adicionou-se em cada tubo 1,0 mL de caldo BHI inoculado. Foram usados
20 tubos para o ensaio por retas paralelas 3 X 3, sendo trés tubos para cada concentracdo
do padrao e da amostra, um para o controle positivo (contendo caldo e o indculo, sem
adicdo de cefuroxima sddica) e um para o controle negativo (contendo somente o caldo).
Para cada concentracdo do padrdo e da amostra foram feitas 3 réplicas.

Incubou-se, em banho-maria com agitador orbital, a temperatura de
35,0°C £ 2,0°C, por 4 horas. Apos o periodo de incubacdo, interrompeu-se a multiplicagao
dos micro-organismos pela adicdo de 0,5 mL de solucao de formaldeido 12% em cada tubo.

Determinou-se a absorvancia para cada tubo em espectrofotometro, no
comprimento de onda de 530 nm. O aparelho foi padronizado em absorvancia zero através
de branco contendo 10,0 mL de caldo e 0,5 mL de formaldeido 12% (controle negativo).

Foram feitas trés curvas em trés dias diferentes.

A Figura 20 representa o esquema da determinacdo da poténcia da cefuroxima
sddica pelo método turbidimétrico.

Padrdao
3] in 1}

30 uig/mL 60 pg/mL 120 pg/mL

> Progressdo

geométrica

Amosira

30 pg/mL 60 pg/mL 120 pg/mL

Triplicata

Figura 20: Esquma da determinacdo da poténcia da cefuroxima sddica pelo método turbidimétrico.
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Os valores das absorvancias obtidas pelas diferentes concentracdes de

cefuroxima sodica SQR e amostra sao mostrados na Tabela 38.

Tabela 38: Valores das absorvancias determinados para a construgdo da curva analitica de cefuroxima
sadica, pelo método turbidimétrico

Concentragao Absorvancia Absorvancia média + DPR(%)
das solucdes e.p.m.
(Hg/mL) P A P A P A
0,586 0,573
30,0 0,583 0,572 0,585 = 0,574 £ 0,12 0,21
0,585 0,576 0,04 0,07
0,545 0,551
60,0 0,544 0,550 0,546 + 0,550 + 0,32 0,10
0,550 0,549 0,11 0,03
0,475 0,479 0,479 £ 0,474
120,0 0,480 0,478 0,12 0,07 0,36 0,21
0,482 0,475
DPR= 0,26 0,17

*Cada valor corresponde a média de trés determinages.
P = padrdo; A = amostra

As equacOes das retas para representacdo grafica das curvas analiticas foram
determinadas por regressao linear, pelo método dos minimos quadrados. Para a construcao
da curva foram utilizados os valores da média de trés determinagles, das concentracdes
30,0; 60,0 e 120,0 pg/mL. As curvas foram construidas usando o programa Excel 98 (Figura
21).
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Figura 21: Curvas analiticas de solugGes de cefuroxima sodica SQR (azul) e amostra (rosa), em
concentragoes de 30,0; 60,0 e 120,0 ug/mL, obtidas pelo método turbidimétrico.

6.4.2.4 Validacdo do método

O método foi validado para determinacao da linearidade, precisdo, robustez e
exatidao (ICH, 2005; USP, 2009b).
- Linearidade: para validacdo do método, trés concentracdes da SQR (30,0, 60,0 e
120,0 pg/mL) e 3 concentragdes (30,0, 60,0 e 120,0 ug/mL) da amostra foram utilizadas. O
calculo da regressao linear pelo método dos minimos quadrados foi efetuado (Tabela 41).
- Precisdo: repetibilidade (intramétodo) e precisao (intermétodo) foram determinadas. A
repetibilidade do método foi estudada pelas andlises das amostras em concentracoes
diferentes no mesmo dia. A precisao intermediaria foi avaliada por comparacao do método
em diferentes dias.
- Exatidao: foi determinada pelo teste de recuperacao (Tabela 44).
- Robustez: a robustez do método foi determinada pela analise de algumas amostras sob
varias condicOes. Os fatores considerados foram tempo de incubagdo (Tabela 39) e o volume

do meio de cultura (Tabela 40).
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Tabela 39: Robustez do método microbioldgico pela técnica turbidimétrica, considerando o tempo de

incubacao
S Teor (%) encontrado com tempo  Teor (%) encontrado com tempo
de18 h de24h
I 99,80 100,15
II 100,08 99,98
I11 98,31 101,56
Média £ e.p.m. 99,39 + 0,49 100,56 + 0,46

Tabela 40: Robustez do método microbioldgico pela técnica turbidimétrica, considerando o volume do

meio de cultura

Ensaio Teor (%) encontrado com Teor (%) encontrado com 12 mL de
10 mL de caldo BHI caldo BHI
I 99,80 100,25
II 100,08 101,36
I11 98,31 99,97
Média £ e.p.m. 99,39 + 0,49 100,52 + 0,42

6.4.2.5 Determinacdo da poténcia do medicamento

Para doseamento da forma farmacéutica, adicionaram-se 200 pL das solucdes do
padrdo e da amostra, com concentracdo de 60,0 ug/mL, concentragdo de referéncia do
ensaio (F. BRAS. IV, 1988), em séries de seis tubos contendo 10,0 mL de caldo BHI estéril.
Adicionou-se para cada tubo 1,0 mL de caldo BHI inoculado. Incubou-se, em banho-maria
com agitador orbital, a temperatura de 35,0°C + 2,0°C, por 4 horas. Apds o periodo de
incubagao, interrompeu-se a multiplicagao dos micro-organismos pela adicao de 0,5 mL de
solugao de formaldeido 12% em cada tubo.

Determinou-se a absorvancia para cada tubo em espectrofotometro, no
comprimento de onda de 530 nm. Em todas as analises um controle positivo (micro-
organismo e meio de cultura) e negativo (meio de cultura) foram utilizados. O ensaio foi
realizado em trés dias.

Em cada ensaio os resultados foram analisados estatisticamente e a poténcia de

cada doseamento calculada pela equagao de Hewitt (1977).
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Os dados das curvas analiticas de cefuroxima sddica calculados pela ANOVA sdo

mostradas na Tabela 41.

Tabela 41: Anadlise de variancia dos valores de absorvancia determinados na obtencdo das curvas

analiticas de cefuroxima sddica, utilizando o método turbidimétrico

Fontes de variacao GL SQ QM F cal F tab
Preparacao 1 0,000257 0,000257 6,19% 4,24
Regressao 1 0,123999 0,123999 2538,9* 4,24
Desvio de paralelismo 1 0,000005 0,000005 0,99 4,24
Quadratico 1 0,000267 0,000267 3,47 4,24
Diferenga de quadratico 1 0,000002 0,000002 0,02 4,24
Desvio de linearidade 2 0,000268 0,000089 1,79 3,38
Entre doses 5 0,224449 0,033779 4875092* 2,6
Entre tubos 5 0,000020 0,000003 0,05 2,6
Dentro (erro) 25 0,002273 0,00057 - ----
Total 35 0,225621 -

* significativo p < 0,05

Os valores da poténcia de cefuroxima sédica amostra determinados pelo método

proposto, encontram-se na Tabela 42.

Tabela 42: Valores determinados para o doseamento de cefuroxima sodica amostra pelo método

turbidimétrico

Valor encontrado*

Dia Teor (%) Média £ e.p.m. DPR (%)
(ng/mL)
1 59,88 99,80
2 60,05 100,08 99,37 £ 0,475 0,95
3 58,99 98,31

*Cada valor corresponde a média de seis determinagGes.

6.4.2.6 Teste de recuperacdo

O teste de recuperacao foi realizado com a finalidade de verificar a exatidao do
método proposto da mesma forma que para o doseamento das solucdes amostra, com a

diferenca que, a solucao amostra estara adicionada de padrao.
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No desenvolvimento do teste de recuperacdo do doseamento microbioldgico
foram padronizados valores de 5, 10 e 20% de SQR adicionada, acima dos 100%
preconizados.

O preparo das solucOes esta apresentado na Tabela 43.

Tabela 43: Representacdao do esquema de preparacao das amostras no teste de recuperacdo de

cefuroxima sodica amostra no doseamento microbioldgico método turbidimétrico

. Vol. (mL) solugao Concentragao de
Vol. (mL) amostra adicionada . .
padrao adicionada amostra + padrao em
(500 pg/mL)

(1000 pg/mL) 10 mL (ug/mL)*
Amostra 1,2 -—-- 60,00
R1 1,2 0,037 63,75
R2 1,2 0,075 67,50
R3 1,2 0,150 75,00
Padrdo 1200 60,00

*diluida em baldo volumétrico de 10 mL com agua.
**Cada nivel de concentragdo foi preparado em triplicata.

Apds a execucao do ensaio, os tubos foram colocados em banho-maria com
agitador orbital, a temperatura de 35,0 © C = 2,0 ° C, por 4 horas. Apds o periodo de
incubagao, interrompeu-se a multiplicagao dos micro-organismos pela adicao de 0,5 mL de
solugao de formaldeido 12% em cada tubo.

A percentagem de cefuroxima sddica amostra recuperada foi calculada pela

equacao da reta, seguido pela equacao 12 (AOAC, 2002).

%R = [(C - C;)/Cp] x 100 Equacao 12

em que:

C. = concentracao da solucdao amostra adicionada da substancia quimica de
referéncia (ug/mL);

C, = concentragao da amostra (ug/mL)

C, = concentragdo tedrica da substancia quimica de referéncia adicionada
(Hg/mL).
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Na Tabela 44 sdo apresentados os valores de recuperacao obtidos para cada nivel

de concentracdo testado pelo método turbidimétrico.

Tabela 44: Valores do teste de recuperacdo obtidos em amostras de cefuroxima sddica, pelo ensaio

microbioldgico, método turbidimétrico

Adicionado Encontrado Recuperacao Média
(ng/mL) (ng/mL) (%) (%)
Recuperagao 1 37,5 37,78 100,76
Recuperacao 2 75,0 75,88 101,18 100,81
Recuperagdo 3 150,0 150,75 100,50

6.4.2.7 Discussao

O ensaio microbioldgico pelo método turbidimétrico permite a determinacdo da
poténcia do farmaco, pela medida da turbidez (absorvancia), causada pela inibigdo do micro-
organismo pelo antimicrobiano.

No desenvolvimento do método turbidimétrico para cefuroxima sddica foram
testadas concentragdes da SQR que variaram de 30,0 a 120,0 pug/mL. Foram escolhidas as
concentragdes 30,0; 60,0 e 120,0 pug/mL, uma vez que apresentaram a melhor resposta
frente ao micro-organismo e mantiveram a correlacdo entre a dose e a resposta da
substancia em analise, como recomendado pela Farmacopeia Brasileira (1988).

A utilizacao do micro-organismo M. /uteus baseia-se na sua sensibilidade frente a
cefuroxima sddica e também devido ao crescimento do micro-organismo ter sido bastante
homogéneo e os halos de inibigao formados apresentaram-se bem definidos, além da menor
patogenicidade em relacao aos outros micro-organismos.

A linearidade do método foi comprovada pelos componentes de paralelismo,
coeficiente de correlagdo e analise de variancia dos dados da curva analitica.

A analise estatistica demonstrou que ndo existe desvio da linearidade nas curvas
analiticas originadas da SQR e amostra. Os coeficientes de correlacao sao 0,9997 e 0,9991,
para a SQR e amostral, respectivamente, valores proximos da unidade, os quais sao
excelentes tratando-se de um ensaio bioldgico. Foi evidenciado, estatisticamente, que ndo

existe diferenca significativa na inclinagdo das curvas analiticas da SQR da amostra.
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O coeficiente de variacdo das absorvancias obtidas pela inibicao do crescimento
bacteriano no doseamento da amostra foi, em média, de 0,95%, menor que o recomendado
de 5% (BRASIL, 2003).

A seletividade foi evidenciada pelo calculo da homogeneidade de variancias (F) e
pela comparacao das médias (), estando as duas varidveis dentro do esperado, ou seja,
valor calculado menor que valor tabelado.

A quantidade de cefuroxima sédica presente nas amostras analisadas, 99,37%,
esta de acordo com os compéndios oficiais que é de 90,0 a 110,0% (F. Bras. IV, 1988; USP
31, 2009).

A exatiddo do método foi comprovada pelo ensaio de recuperacdo, sendo
estimada a média de 100,81%.

Os parametros estudados para a validagdo do método turbidimétrico atenderam
as especificacdes para a adequada quantificacdo da cefuroxima sddica na forma
farmacéutica solugao injetavel.

O método proposto consiste de uma técnica que permite indicar a poténcia do
produto, uma vez que apresenta sensibilidade, linearidade, repetitibilidade, exatiddao e
precisdao adequadas (F. BRAS. 1V, 1988).

Também ¢é vantajoso, pois ndo utiliza reagentes tdxicos ou solventes e é mais
rapido que o método de difusdo em agar, visto que sdo necessarios somente 4 horas de

incubacao, enquanto o outro necessita de no minimo 18 horas.
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6.5 Acidimetria

6.5.1 Consideragoes gerais

As reagOes de neutralizagao incluem a titulacdo de bases livres, ou de bases
formadas pela hidrdlise de sais de acidos fracos, por uma solucdo padrao de acido
(acidimetria) e a titulacdo de acidos livres, ou de acidos formados pela hidrélise de sais de
bases fracas, por uma base padrao (alcalimetria), sendo que as reacOes envolvem a
combinagado dos ions hidrogénio e hidroxido para formar agua.

As penicilinas e cefalosporinas possuem como requisito minimo para a atividade a
presenca de um anel B-lactamico ligado a uma funcao acida. Por hidrélise alcalina com
guantidade exatamente conhecida de NaOH rompe-se o anel B-lactdmico e forma-se o sal
sddico do derivado do acido penicildico. Com solucdo padrao de HCl doseia-se o NaOH que

nao reagiu.

6.5.2 Material e método

6.5.2.1 Preparo das solugdes

NaOH 0,1 M a solugao foi preparada segundo Morita & Assumpgao (1995) e a Farmacopeia

Brasileira (1988), dissolvendo-se 40 g de hidroxido de sédio em agua purificada isenta de
diéxido de carbono e o volume foi completado para 1000 mL em baldo volumétrico com o
mesmo solvente. Para a padronizacao, foi pesado exatamente cerca de 5 g de biftalato de
potassio previamente triturado e dessecado a 120 °C durante 2 horas. O biftalato foi
dissolvido em 75 mL de agua isenta de didxido de carbono. Duas gotas de fenolftaleina SI
foram adicionadas a solucado que foi titulada com hidroxido de sédio até o aparecimento de
cor rosa permanente. A molaridade foi calculada, sendo que cada 204,2 mg de biftalato de
potassio equivalem a 1 mL de hidréxido de sédio 1 M. Uma aliquota de 100,0 mL desta
solucdo foi diluida para 1000 mL em baldao volumétrico com agua purificada isenta de didxido
de carbono, obtendo-se a solugao de NaOH 0,1 M.

HCl 0,1 M a solugdo também foi preparada segundo Morita & Assumpcdo (1995) e a

Farmacopeia Brasileira (1988), através da diluicdo de 85 mL de acido cloridrico R em agua
purificada para obter 1000 mL e padronizada como segue: foi pesado exatamente cerca de

1,5 g de carbonato de sodio anidro padrao primario previamente dessecado a 270 °C
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durante 1 hora e dissolvido em 100 mL de agua; 2 gotas de vermelho de metila SI foram
adicionadas e a solucao foi titulada até coloragdo fracamente rosa. A solucdo foi aquecida
até ebulicao, resfriada e a titulacdo continuou, repetindo o processo de aquecimento e
resfriamento conforme necessario, até que a cor rosa fraca nao fosse mais afetada pela
continuacao da ebulicao. A molaridade foi calculada, sendo que cada 52,99 mg de carbonato
de sodio anidro equivalem a 1 mL de acido cloridrico 1 M. Uma aliquota de 100,0 mL desta
solucdo foi diluida para 1000 mL em baldao volumétrico com agua purificada isenta de didxido
de carbono, obtendo-se a solucao de HCI 0,1 M.

Fenolftaleina SI: foi dissolvido 1 g de fenolftaleina em 100 mL de etanol R.

Vermelho de metila SI: foram dissolvidos 100 mg de vermelho de metila em 100 mL de

etanol R.

6.5.2.2 Determinacdo de cefuroxima sddica no medicamento

Dissolveu-se exatamente uma quantidade de pd para solucao injetavel
equivalente a 750 mg de cefuroxima sddica em 25 mL de agua purificada isenta de didxido
de carbono, adicionou-se 2 gotas de fenolftaleina SI e neutralizou-se com HCl 0,1 M.
Adicionou-se um volume de 25,0 mL de NaOH 0,1 M e aqueceu-se em banho-maria durante
20 minutos a 80 °C, tomando a precaucao de evitar a absorcdo de didxido de carbono.
Esfriou-se e titulou-se o excesso de NaOH 0,1 Mcom HCI 0,1 M usando fenolftaleina SI como
indicador. Repetiu-se a operacdo sem a cefuroxima sodica; a diferenca entre as duas
titulagbes representa a quantidade de NaOH gasta, sendo que 1 mol de NaOH 0,1 M
corresponde a 44,63 mg de cefuroxima sodica (medida como C;¢H1sN4sNaOgS).

6.5.2.2.1 Calculos

O percentual de cefuroxima sddica foi calculado através da Equagdo 13:

Teor (%) = [vx mEg x 100] / m Equacao 13

Na qual:
v = mL de hidréxido de sodio 0,1 M
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mEq = miliequivalente da cefuroxima sddica (44,63 mg)

m = massa de cefuroxima sddica (mg)

Os valores experimentais da determinacdo de cefuroxima sédica amostra pelo

método proposto encontram-se na Tabela 45.

Tabela 45: Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sodica amostra pelo método

acidimétrico

Ensaio Volume de NaOH 0,1 M Encontrado Teor (%) Média + e.p.m. DPR

(mL) (mg) (%)
I 17,07 761,83 101,57
II 16,87 752,90 100,38
11 16,60 740,85 98,78
v 17,00 758,71 101,16 100,51 % 0,62 1,39
v 16,74 747,10 99,61
VI 17,07 761,83 101,57

*Cada valor é a média de trés determinag0es.
e.p.m. = erro padrdo da média
DPR% = desvio padrao relativo percentual

6.5.3 Teste de recuperacdo

O teste de recuperagao é realizado com o objetivo de comprovar a exatidao do
método proposto (AOAC, 2002; USP 32, 2009b). Desta forma, quantidades conhecidas de
SQR sdo adicionadas nas solucdes de cefuroxima sodica amostra para quantificacdo da
substancia. Para o ensaio de recuperacdo sao transferidas aliquotas de solucao-amostra para
baldes volumétricos e nestes sdo adicionadas quantidades exatamente definidas de solucado
de cefuroxima sédica SQR, preparadas em concentracoes adequadas e referentes as obtidas

para execugao do ensaio.

6.5.3.1 Preparo das solugdes

Foram analiticamente pesados 1000,0 mg de cefuroxima sddica SQR e

transferidos para balao volumétrico de 100 mL para o preparo da solucdo de cefuroxima
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sddica SQR com concentracdo de 10,0 mg/mL.

Para o ensaio de recuperacao foram adicionados 2,5; 5,0 e 10,0 mL da solucao
de cefuroxima sddica SQR em concentragao de 10,0 mg/mL, nos frascos Erlenmeyers R1, R2
e R3, respectivamente, apds a neutralizacao com HCl a frio.

Para o preparo da solucdo de referéncia foram pesados analiticamente 750,0 mg
de cefuroxima sodica SQR e transferida para erlenmeyer de 250 mL, dissolvendo-se em
25 mL de agua purificada isenta de didéxido de carbono previamente neutralizada a
fenolftaleina SI com NaOH 0,01 M.

Dissolveu-se exatamente uma quantidade de pod para solugdo injetavel
equivalente a 750 mg de cefuroxima sddica em 25 mL de agua purificada isenta de didxido
de carbono, adicionaram-se 2 gotas de fenolftaleina SI e neutralizou-se com HCl 0,1 M.
Adicionou-se um volume de 25 mL de NaOH 0,1 M e aqueceu-se em banho-maria durante
20 minutos a 80 °C, tomando a precaucao de evitar a absorcdo de didxido de carbono.
Esfriou-se e titulou-se com HCI 0,1 M usando fenolftaleina SI como indicador. Os volumes de
solucdo de referéncia foram adicionados logo apds a neutralizacao a frio. Repetiu-se a
operacao sem a cefuroxima sddica; a diferenca entre as duas titulagdes representa a
quantidade de NaOH gasta, sendo que 1 mL de NaOH 0,1 M corresponde a 44,63 mg de
cefuroxima sddica (medida como Cy¢H1sN4sNaOgS).

O preparo das solugdes utilizadas no teste de recuperacdao encontra-se descrito
na Tabela 46.

Tabela 46: Preparagao das solucdes para o teste de recuperagdo aplicado a amostra de cefuroxima

sodica para o método acidimétrico

Quantidade de Volume da solugao e referéncia Concentragao final
amostra (mg) (10 mg/mL) tedrica (mg)

A 750 - 750

R1 750 2,5 775

R2 750 5,0 800

R3 750 10,0 850

6.5.3.2 Calculo do teste de recuperagao

A percentagem de recuperagao (R%) foi calculada pela Equacao 14, descrita pela
Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002):
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R% =[G —-C,)/ Cs] . 100 Equagao 14

Na qual:
C: = quantidade da substancia de referéncia + quantidade da amostra
C, = quantidade da amostra

C, = quantidade da substancia de referéncia adicionada

Os valores encontrados no teste de recuperacao para cefuroxima sddica amostra

estdo representados na Tabela 47.

Tabela 47: Teste de recuperacao de solugdo de cefuroxima sddica SQR adicionada a solugdo de

cefuroxima sodica amostra pelo método acidimétrico

Adicionado Volume NaOH 0,1 M Recuperacao
Encontrado (mg)
(mg) (mL)* (%)
R1 25,0 16,55 738,62 98,48
R2 50,0 16,90 754,24 100,56
R3 100,0 17,13 764,51 101,93

*Cada valor é a média de trés determinagdes.

6.5.4 Discussdo

A andlise volumétrica, também chamada titrimetria, refere-se a analise quimica
quantitativa efetuada pela determinagao do volume de uma solucao, cuja concentragdao é
exatamente conhecida, que reage quantitativamente com um volume conhecido de solugao
que contém a substancia a ser determinada.

Na analise titrimétrica, o reagente de concentracdo conhecida é o titulante e a
substancia que se titula é o titulado (JEFFREY et al., 1992; HARRIS, 2001).

No atual estagio da Quimica Analitica, a titrimetria que contempla a titulacdo
volumétrica rompe a barreira dos anos para atingir secularidade. Num mundo de
cromatografias, espectrofotometrias e espectroscopias, a titulacdo segue resolvendo
problemas e sempre despertando discussoes sobre sua validade, o que permite dentro deste
mundo instrumental, desafiar o conhecimento dos analistas na busca de equacdes quimicas

que possam interpretar o processo titulométrico, tais como: estequiometria, reacdo quimica,
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cinética, equilibrio ou outras andlises que legitimem a titulacdo. Uma grande vantagem da
titulagdo é dispensar, na maioria das analises, o padrao analitico de referéncia. Além disso,
utiliza menor volume de solvente e de aparatos sofisticados (LEITE, 2004).

O ensaio de determinacdo de cefuroxima sddica por método volumétrico
(acidimetria) demonstrou-se simples, de facil execucao, rapido, ndo havendo a necessidade
de equipamentos sofisticados, grande nimero de reagentes ou longas etapas de extracdo e
preparagao da amostra.

A degradacdo hidrolitica de antibidticos é frequentemente muito usada como
etapa preliminar nos seus procedimentos analiticos de determinacdo, sendo a hidrdlise
alcalina a mais empregada. A finalidade dessa etapa preliminar é romper o anel B-lactdmico
e formar o sal sédico do derivado do acido peniciloico, podendo ser facilimente determinado
por acidimetria (KOROLKOVAS, 1988; MARTINEZ; FALCO; CABEZA, 2002).

O teor médio de cefuroxima sodica determinado no medicamento foi de
100,51%, demonstrando a sensibilidade do método para detectar a substancia ativa, ndo
ocorrendo interferéncia dos excipientes.

O método de quantificacdo por acidimetria foi validado através de analise
estatistica e fatores como sensibilidade, precisdo e exatidao.

O teste de recuperacao foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de SQR foram adicionadas as
quantidades de cefuroxima sddica amostra para quantificacdo da substancia. Obteve-se
neste teste recuperacao média de 100,32 %. Com este resultado comprovou-se a exatidao
do método proposto, que é um dos requisitos obrigatérios dos métodos analiticos. A precisdo
do método foi obtida utilizando-se seis determinacdes de cefuroxima sddica amostra. O
desvio padrao relativo foi de 1,39.
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6.6 Volumetria em meio nao-aquoso

6.6.1 Consideragoes gerais

Os farmacos que nao podem ser doseados em meio aquoso, por serem
demasiadamente pouco basicos ou pouco acidos, sdo doseados em meio nao-aquoso. Isso
ocorre porque a teoria considera acido qualquer substancia que tenha tendéncia a doar um
préton e base a substancia que aceitara o proton. As substancias que proporcionam pontos
finais indefinidos, em virtude de serem acidos fracos ou bases fracas, em solucdo aquosa,
frequentemente proporcionam pontos finais mais satisfatérios quando as titulagdes sdo
efetuadas em meios ndo-aquosos. Uma vantagem adicional é a de que muitas substancias
que sdo insoliveis em agua sao suficientemente sollveis em solventes organicos para que
possam ser titulados nestes meios nao-aquosos (ADAMS; BERGOLD, 2001; ALMEIDA et al.,
2002).

Dentre as vantagens do método, destacam-se a rapidez, exatiddo, possibilidade
de titular dois ou mais farmacos em mistura pela escolha adequada de solventes, entre
outras.

O ensaio de determinacao de cefuroxima sodica por método volumétrico em meio
ndo-aquoso demonstrou-se simples, de facil execucdo, rapido, ndo havendo a necessidade
de equipamentos sofisticados, grande nimero de reagentes ou longas etapas de extracdo e
preparagao da amostra.

A necessidade de degradacdo prévia a fim de romper o anel B-lactamico foi
descartada, uma vez que a titulacgdo em meio nao-aquoso frequentemente proporciona
pontos finais satisfatérios quando comparados aqueles obtidos utilizando-se solugoes
aquosas (bastante indefinidos) em se tratando de acidos ou bases fracas. Conforme
mencionado anteriormente, sabe-se que a capacidade de as substancias atuarem como
acido ou base depende muito da natureza do solvente empregado, uma vez que ele prové o
meio necessario para que ressalte um ou outro carater. Assim, a intensidade com que o
soluto reage com o solvente estd na estreita dependéncia da forca dos dois (KOROLKOVAS;
FERREIRA, 1986; JEFFREY et al., 1992; HARRIS, 2001).
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6.6.2 Material e método
6.6.2.1 Preparo das solugoes

Acido perclérico 0,1 M a solucao foi preparada segundo a Farmacopeia Brasileira (1988),

pela diluicao de 8,5 mL de acido perclérico R em 500 mL de acido acético glacial e 21 mL de
anidrido acético; apds resfriamento, foi adicionado acido acético glacial para obter 1000 mL
e padronizada como segue: foram pesados exatamente cerca de 700 mg de biftalato de
potassio previamente triturado e dessecado a 120 °C durante 2 horas e dissolvidos em
50 mL de acido acético glacial; 2 gotas de violeta cristal SI foram adicionadas e a solucdo foi
titulada com acido perclérico até viragem do violeta ao verde azulado. Foi realizado um
ensaio em branco a fim de verificar o volume de acido percldrico consumido pelos 50 mL de
acido acético glacial e a molaridade foi calculada. Cada 20,42 mg de biftalato de potassio
equivalem a 1 mL de HCIO4 0,1 M.

Violeta cristal SI: foram dissolvidos 100 mg de cristal violeta em 10 mL de acido acético

glacial.

6.6.3 Determinagdo de cefuroxima sodica no medicamento

Dissolveu-se exatamente uma quantidade de pd para solugdo injetavel
equivalente a 250 mg de cefuroxima sddica em 30 mL de acido acético glacial; adicionou-se
2 gotas de violeta cristal SI e titulou-se com solucao de HCIO, 0,1 M. Repetiu-se a operacao
sem a amostra; calculou-se a quantidade de HCIO, gasta, sendo que 1 mol de HCIO, 0,1 M
corresponde a 44,63 mg de cefuroxima sodica (medida como C;¢H1sN4sNaOgS).

6.6.3.1 Calculos

O percentual de cefuroxima sddica foi calculado através da equacao 15:

Teor (%) = [vx mEq x 100] / m Equacao 15

Na qual:

v = mL de acido perclérico 0,1 M
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mEq = miliequivalente da cefuroxima sddica (44,63 mg)

m = massa de cefuroxima sddica (mg)

Os valores experimentais da determinacdo de cefuroxima sédica amostra pelo

método proposto encontram-se na Tabela 48.

Tabela 48: Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sodica amostra pelo método

volumétrico em meio ndo-aquoso

. Volume de HCIO, 0,1 M Encontrado L. DPR
Ensaio Teor (%) Média x e.p.m.

(mL) (mg) (%)

I 5,60 249,93 99,97

II 5,76 257,37 102,94

111 5,50 245,46 98,18
100,86 + 0,73 1,79

v 5,73 255,89 102,35

Y 5,70 254,39 101,75

VI 5,60 249,93 99,97

*Cada valor é a média de trés determinag0es.
e.p.m. = erro padrdo da média
DPR% = desvio padrao relativo percentual

6.6.4 Teste de recuperacdo

O teste de recuperagao é realizado com o objetivo de comprovar a exatidao do
método proposto (AOAC, 2002; USP 32, 2009b). Desta forma, quantidades conhecidas de
SQR sao adicionadas nas solucdoes de cefuroxima sodica amosta para quantificagdo da
substancia. Para o ensaio de recuperacao sao transferidas aliquotas de solucdo amostra para
baldes volumétricos,aos quais foram adicionadas quantidades exatamente definidas de
solucao de cefuroxima sodica SQR, preparadas em concentracoes adequadas e referentes as

obtidas para execugao do ensaio.

6.6.4.1 Preparo das solugoes

Foram analiticamente pesados 1250,0 mg de cefuroxima sddica SQR e
transferidos para baldo volumétrico de 100 mL para o preparo da solugdo de cefuroxima

sddica SQR com concentracdo de 12,5 mg/mL.
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Para o ensaio de recuperagao dissolveu-se exatamente uma quantidade de pd
para solucdo injetavel equivalente a 250 mg de cefuroxima sdédica em 30 mL de acido acético
glacial em frascos Erlenmeyers de 250 mL denominados: A, R1, R2 e R3. Foram adicionados
1,0; 2,0 e 4,0 mL da solucao de cefuroxima soédica SQR em concentracdo de 12,5 mg/mL,
nos frascos R1, R2 e R3, respectivamente. Para o preparo da solugao padrao foram pesados
analiticamente 250,0 mg de cefuroxima sodica SQR e transferida para erlenmeyer de 250
mL, dissolvendo-se em 30 mL de acido acético glacial. Adicionou-se 2 gotas de violeta cristal
SI e titulou-se com solucao de HCIO, 0,1 M até viragem do violeta ao verde azulado.
Repetiu-se a operacao sem a amostra e a SQR; calculou-se a quantidade de HCIO, gasta,
sendo que 1 mL de HCIO, 0,1 M corresponde a 44,63 mg de cefuroxima sddica (medida
como CieH;sN4NaOgS).

O preparo das solugdes utilizadas no teste de recuperacdo encontra-se descrito
na Tabela 49.

Tabela 49: Preparagdo das solucdes para o teste de recuperagdo aplicado a amostra de cefuroxima

sodica para o método volumétrico em meio ndo-aquoso

Quantidade de Volume da solugao de referéncia Concentracao final
amostra (mg) (10 mg/mL) (mg)

A 250,0 250,0

R1 250,0 1,0 262,5

R2 250,0 2,0 275,0

R3 250,0 4,0 300,0

6.6.4.2 Calculo do teste de recuperagao

A percentagem de recuperacao (R%) foi calculada através da expressao descrita
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002):

R% =[G —-C,)/C,]. 100 Equacao 16

Na qual:
C: = quantidade da substancia de referéncia + quantidade da amostra
C, = quantidade da amostra

C, = quantidade da substancia de referéncia adicionada
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Os valores encontrados no teste de recuperacao para cefuroxima sodica amostra

estdo representados na Tabela 50.

Tabela 50: Teste de recuperacdao de solugdo de cefuroxima sddica SQR adicionada a solugdo de

cefuroxima sodica amostra pelo método volumétrico em meio n3o-aquoso

. Volume HCIO, -
Adicionado Encontrado Recuperacgao 3
(ma) 01 M (ma) (%) Média (%)
m m ()
g (mL)* g

R1 12,5 5,61 250,20 100,08
R2 25,0 5,64 251,72 100,69 100,41
R3 50,0 5,62 251,12 100,45

*Cada valor é a média de trés determinag0es.

6.6.5 Discussdo

A capacidade de substancias atuarem como acido ou como base depende muito
da natureza do solvente empregado, sendo que ele desempenha papel muito importante na
determinacao do carater acido-base de uma substancia uma vez que ele prové o meio
necessario para que ressalte um ou outro carater. Assim, a intensidade com que o soluto
reage com o solvente esta na estreita dependéncia da forca dos dois (HARRIS, 2001).

Os solventes utilizados sdo de natureza relativamente neutra ou acida; o carater
basico do farmaco é que determina a escolha do solvente. Dos disponiveis, o acido acético
glacial é o mais empregado devido a solubilidade de muitos farmacos e de as reacdes serem
realizadas com acido percldrico, no caso de bases fracas. O acido acético glacial € uma base
muito mais fraca do que a agua e o acido acético protonado, um acido mais forte que o ion
hidronio. A debilidade relativa de acido acético como base e a forca de acido acético
protonado como acido atuam conjuntamente, diminuindo a extensdo das reagdes acido-
basicas em acido acético em comparacdo com as reagbes em agua. Os processos de
dissociacao ocorrem em extensOes diferentes, com o acido perclérico apresentando maior
tendéncia para a dissociacao.

Assim, o acido acético glacial tem capacidade para diferenciar as forcas do acido
percldrico, sendo um solvente diferenciador (KOROLKOVAS; FERREIRA, 1986).

O método de deteccao do ponto final de doseamento varia de acordo com o pKa
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das bases em agua. Naquelas que apresentam pKa da ordem de 4, a deteccdo é por meio de
indicadores; ja naquelas cujos pKas se situam na faixa de 1 a 4, via de regra é
potenciométrica (KOROLKOVAS; FERREIRA, 1986). Os indicadores mais utilizados e as
respectivas mudancas de cor sao: alaranjado de metila (amarelo a vermelho), azul de timol
(amarelo a vermelho), naftolbenzeina (amarelo a verde), verde de malaquita (verde azulado
a amarelo), cristal violeta (violeta a verde azulado). Apesar de via de regra, a determinagao
da cefuroxima deva ser potenciométrica, pois o pKa e igual a 2,5, no nosso trabalho foi
possivel determinar a quantidade do farmaco com o auxilio de indicador.

O teor médio de cefuroxima sddica determinado no medicamento foi de
100,86%, demonstrando que o método € capaz de detectar a substancia ativa, nao
ocorrendo interferéncia dos excipientes.

O teste de recuperacao foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatiddo do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas de SQR foram adicionadas as
quantidades de cefuroxima sodica amostra para quantificagdo da substancia. Obtivemos
neste teste recuperacao média de 100,40%. Com este resultado comprovamos a exatidao do
método proposto, que é um dos requisitos obrigatdrios dos métodos analiticos. A precisao do
método foi obtida utilizando-se seis determinagles de cefuroxima sddica amostra. O desvio
padrao relativo foi de 0,73.

O método de quantificacdo por volumetria em meio ndo aquoso foi validado por
meio de analise estatistica e fatores como sensibilidade, precisdo e exatidao.
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6.7 Iodometria

6.7.1 Consideragoes gerais

Os métodos volumétricos que utilizam reagOes de oxidacdo e reducdao dependem
dos potenciais das semi-reacdes envolvidas no processo. Entretando, a existéncia de
potenciais favoraveis ndo é a Unica condigdo para se ter uma titulacdo redox adequada, pois
as reagoes envolvidas em tais processos sao frequentemente, lentas.

Assim sendo, além dos potenciais favoraveis, os agentes oxidantes e redutores
devem ser estaveis no solvente utilizado e a substancia a ser determinada deve ser colocada
sob um determinado estado da oxidacao, definido e estavel, antes da titulacao ser iniciada.
Os reagentes apropriados a este fim, adicionados em excesso ao meio reagente, devem
possuir a propriedade de reduzir ou oxidar convenientemente a amostra, sem interferir no
resultado final da analise, caso contrario o excesso desta espécie deve ser destruido antes
de se iniciar a titulagao.

Os métodos volumétricos que envolvem a oxidacdo de ions iodeto, sao baseados
na semirreacao:

L+26 & 2T E° = 0,535 volt

Os ions iodeto exercem uma agao redutora sobre os sistemas fortemente
oxidantes, com a formacdo de quantidades equivalentes de iodo. O iodo liberado é entdo
titulado com uma solucdo padrao de tiossulfato de sddio.

Em pH menor que 8,0 o potencial de redugdao do sistema iodo-iodeto é
independente do pH, mas em meio alcalino, o iodo reage com ions hodroxila, formando ions

hipoiodito e iodeto. Os ions hipoiodito sdo muito instaveis e passam rapidamente a iodato:

I, + 20H & IO +T + H,0O
310" & 2I' + 105

O potencial de redugdo de certas substancias aumenta consideravelmente quando
se aumenta a concentragao de ions hidrogénio na solugao. Isso permite que muitos anions
que sdo oxidantes fracos possam ser reduzidos quantitativamente com ions iodeto.

Através de um controle de pH da solucdo € possivel, as vezes, titular a forma
reduzida de uma substancia com iodo e em seguida a forma oxidada com tiossulfato de

sodio.
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O potencial de redugao de diversos sistemas pode ser mudado pela adicao de
uma substancia que forme um complexo, um composto pouco dissociado ou pouco sollvel
com um ou dois compostos, ou com ambos.

Uma importante aplicacdo do método iodometrico é a determinacdo do contetido
do acido de solucdes. A reacdo processa-se muito rapidamente e é quantitativa. Se um
excesso de iodato e iodeto de potassio é adicionado a uma solugao diluida de acido cloridrico
ou outro acido forte, os ions hidrogénio produzem uma quantidade equivalente de iodo, que
pode ser titulada com tiossulfato. Este método é adequado na titulagdo de muitas solugdes
diluidas de acidos fortes, porque uma brusca mudanca de cor é obtida no ponto final.

Duas fontes de erro sdo importantes na titulacdo iodométrica: a oxidacdo de uma
solucdo de iodeto pelo ar e a perda de iodo por volatilizacdo. Os ions iodeto em meio acido

sao oxidados lentamente pelo oxigénio atmosférico.

4T + 4H* + O, & 2L, + 2H,0

Essa reacdo é muito lenta em meio neutro, mas sua velocidade aumenta com a
diminuicdo do pH e é bastante acelerada pela exposicdo a luz, pela reacao do iodeto com
substancias oxidantes presentes no meio e pela presenca de substancias que apresentem
um efeito catalitico.

Na titulagdo iodométrica de agentes oxidantes, onde um excesso de iodeto se faz
presente em solugao, nao se deve demorar muito para iniciar a titulagao do iodo. Se for
necessario um maior periodo de tempo para a reagao se completar, o ar deve ser removido
da solugdo e a atmosfera em contato com ela deve ser de didxido de carbono. Isto pode ser
feito adicionando-se acido a solugao a ser titulada com um excesso de iodeto de potassio na
forma solida e em seguida fechar o frasco.

A perda de iodo por volatilizacdo (AMERINE; OUGH, 1980) é evitada pela adicao
de um grande excesso de ions iodeto, os quais reagem com o iodo para formar ions

triiodeto, segundo a reagao:

I'+1, & Iy K= 7,68 x 10?

Em titulacdes a temperatura ambiente (T ~ 25°C), as perdas de iodo por

volatilizacdo sao despreziveis se a solucdo contiver cerca de 4% (m/v) de iodeto de potassio.
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A formacao de espécies Is” ndo altera nem introduz erros mensuraveis no método
iodométrico, porque os potenciais padrao de eletrodo das semirreacdes sao muito proximos

e, como consequéncia, a formacao de ions I3” pouco afeta o par I,/I.

L+26 o2l E° = 0,535 volt
Iy +26 &3l E° = 0,536 volt

Em iodometria € comum o uso de indicadores porque a viragem é pouco
perceptivel, devido ao cansaco visual que o analista é submetido. O indicador geralmente
usado € uma solucdo aquosa de amido, com o qual se pode determinar concentracdes de
iodo em solucdo de até 2 x 10 7 mol.L™.

O amido é uma substancia formada principalmete por dois constituintes
macromoleculares lineares, chamados amilose (B-amilose) e amilopectina (a-amilose), com
conformac0es helicoidais. Estas substancias formam complexos de adsorcao com o iodo na

forma de ions I5” conferindo a solucao uma coloracao azul intensa.

Amilose (B-amilose) + I3” <> cor azul intensa

Amilopectina (a-amilose) + I3” <> cor violacea

A interacao do iodo com a amilopectina é indesejavel porque o complexo formado
apresenta um comportamento reversivel (é mais estavel). Felizmente a interferéncia deste
componente é muito pequena, porque ele precipita durante o preparo da solucao aquosa de
amido.

A sensibilidade da reacao do amido com o iodo diminui com o aumento da

temperatura e na presenca de alcool etilico e/ ou metilico.

6.7.2 Material e método

6.7.2.1 Preparo das solugdes

As solugOes empregadas no ensaio iodométrico foram preparadas segundo Morita

e Assumpgao (1995), Farmacopeia Brasileira (1988) e Harris (2001).

Amido SI: triturar 10,0 g de amido com um pouco de dgua e adicionar a suspensao em um
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litro de agua quente, sob agitacdo. Prosseguir o aquecimento até obtencdao de uma solucao
clara. Esta deve ser filtrada caso apresente turbidez apds alguns minutos de aquecimento.
Apds a solucdo resultante se resfriar, proceder a sua transferéncia para um recipiente
adequado, mantendo-o fechado e, se possivel, sob refrigeracao.

Este indicador deve ser adicionado ao meio reagente um pouco antes do ponto
final. Em iodometria, a descoloragao do iodo é uma boa indicacdo da proximidade do ponto
final, o que permite adicionar o indicador no momento adequado.

O amido possui baixo custo, mas ele apresenta algumas desvantagens: é pouco
solivel em agua fria, em solugdo muito diluida apresenta um ponto final pouco seguro e
sofre hidrdlise em solugao acida formando produtos que apds reagirem com o amido
remanescente em solucdo, conferem a solugao uma coloracdo vermelha (irreversivel) que
mascara o ponto final da titulacdo.

Alaranjado de metila SI: foram dissolvidos 100 mg em 100 mL de agua purificada.

HCI diluido SR: foram diluidos 24 mL de acido cloridrico R em agua para 100 mL.
HCl 1 M: foram diluidos 85 mL de acido cloridrico R em baldo de 1000 mL e completado o
volume com agua purificada.

Iodo 0,02 M: foram dissolvidos cerca de 28 g de iodo em solugao de 72 g de iodeto de

potassio em 100 mL de agua e 3 gotas de acido cloridrico R foram adicionadas; o volume foi
completado com agua a 1000 mL. Padronizacdo: exatamente cerca de 150 mg de tridxido de
arsénio foram pesados e dissolvidos em 20 mL de NaOH 1 M aquecendo, se necessario. 40
mL de agua foram utilizadas para diluicdo e 2 gotas de alaranjado de metila SI (solucao
indicadora) foram acrescentadas. A seguir, foi adicionado acido cloridrico diluido SR até
viragem do amarelo para rosa. Dois gramas de bicarbonato de sddio foram acrescentados e
foi feita uma diluicdo com 50 mL de agua juntamente com 3 mL de amido SI. A solucdo de
iodo 0,2 M foi titulada até cor azul. Cada 4,946 mg de tridxido de arsénio equivale a 1 mL de
iodo 0,2 M. Uma aliquota de 100,0 mL desta solucao de iodo 0,2 N foi tomada e diluida em
agua para 1000 mL em baldo volumétrico, obtendo-se a solucao de concentracao 0,02 M.

Tiossulfato de sddio 0,02 M: cerca de 50 g de tiossulfato de sédio e 400 mg de carbonato de
sddio foram dissolvidos em 1000 mL de agua isenta de didxido de carbono e padronizados
como segue: uma aliquota de 25,0 mL de solucdo de tiossulfato de sddio 0,2 M foi titulada
com a solucao padronizada de iodo 0,2 M, usando amido SI como indicador. Uma aliquota
de 100 mL da solucdo padronizada de tiossulfato de sdédio 0,2 M foi diluida para 1000 mL
com agua em balao volumétrico, para obtencdo de uma solucao de concentracdo 0,02 M.

Os ions tiossulfato sao oxidados a tetrationato pelo iodo.
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252032_ +L o S4062_ + 2T

Agentes oxidantes fortes como o bromato, hipoclorito oxidam quantitativamente
tiossulfato. Outros agentes oxidantes, como por exemplo, permanganato de potassio,
dicromato de potassio e sulfato cérico, provocam uma oxidacdo incompleta a sulfato. Por
essa razao um excesso de iodeto é sempre adicionado na determinagdo dessas substancias,

antes da titulagdo com tiossulfato.

6.7.3 Determinacdo de cefuroxima sodica no medicamento

Dissolveu-se exatamente uma quantidade de pd para solugdo injetavel
equivalente a 100 mg de cefuroxima sddica em agua purificada e completou-se o volume em
baldo volumétrico de 100 mL, obtendo-se solucdo de concentragdo 1000 pg/mL. Transferiu-
se uma aliquota de 10,0 mL desta solugao para frasco de rolha esmerilhada, adicionou-se
5 mL de NaOH 1 M e deixou-se em repouso durante 20 minutos. Adicionou-se entao 20 mL
de solugao tampao acetato, 5 mL de HCl 1 Ve 25,0 mL de iodo 0,02 M. Fechou-se o frasco e
deixou-se em repouso durante 20 minutos, protegido da luz. Titulou-se o excesso de iodo
com solucao de tiossulfato de sddio 0,02 M, usando amido SI como indicador, adicionado
quando a titulagdo chegou préxima do fim. A outra aliquota de 10,0 mL da solugdo de
amostra adicionou-se 20 mL de solugao tampao acetato e 25,0 mL de iodo 0,02 M, deixou-se
em repouso durante 20 minutos e titulou-se com tiossulfato de sédio 0,02 M, usando amido
SI como indicador quando a titulacdo chegou préxima do fim. A diferenca entre as titulagdes
representa o volume de iodo 0,02 M equivalente a cefuroxima sddica total presente, sendo
que 1 mL de iodo 0,02 M corresponde a 4,463 mg de cefuroxima sodica (medida como
Ci6H15sN4sNaOsS).

6.7.3.1 Calculos

O teor de cefuroxima sddica foi determinado pela Equacao 17:

Teor (%) = (v x mEg x 100)/m Equagao 17

Daniela Cristina de Macedo Vieira 148



Todometria

Em que:

v = volume de iodo 0,02 M (mL)

mEq = miliequivalente de cefuroxima sddica (4,463 mg)

m = massa pesada de cefuroxima sodica

Os valores experimentais da determinacdo de cefuroxima sédica amostra pelo

método proposto encontram-se na Tabela 51.

Tabela 51: Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sodica amostra por

iodometria
Encontrado i DPR
Ensaio Volume de iodo 0,02 M Teor (%) Média x e.p.m.
(mg) (%)
I 2,98 9,93 99,33
II 3,05 10,16 101,66
111 3,01 10,03 100,33
100,27 + 0,31 0,83
v 3,00 10,00 100,00
v 3,02 10,06 100,66
VI 2,99 9,96 99,66

*Cada valor é a média de trés determinagdes.
e.p.m. = erro padrdo da média
DPR% = desvio padrao relativo percentual

6.7.4 Teste de recuperacao

O teste de recuperagdo é realizado com o objetivo de comprovar a exatidao do
método proposto (AOAC, 2002; USP, 2009b). Desta forma, quantidades conhecidas de SQR
sao adicionadas nas solucdoes de cefuroxima sddica amostra para quantificacdo da
substancia. Para o ensaio de recuperacao sao transferidas aliquotas de solucdo amostra para
baldes volumétricos e nestes sdo adicionadas quantidades exatamente definidas de solucdo
de cefuroxima sddica SQR, preparadas em concentracoes adequadas e referentes as obtidas

para execucao do ensaio.
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6.7.4.1 Preparo das solugoes

Foram analiticamente pesados 500,0 mg de cefuroxima sodica SQR e transferidos
para baldo volumétrico de 100 mL para o preparo da solucao de cefuroxima sddica SQR com
concentragao de 5000 pg/mL. A solugdo amostra foi preparada com concentragao
1000,0 pg/mL, preparada pela dissolucao de 100,0 mg de pé em 100 mL de agua purificada.

Para o ensaio de recuperacao foram transferidas aliquotas de 10,0 mL da solucao
amostra para frascos de rolha esmerilhada de 125 mL denominados: A, R1, R2 e R3. Foram
adicionados 1,0; 2,0 e 4,0 mL da solucdo de cefuroxima sddica SQR em concentracdao de
5000,0 pg/mL, nos baldes R1, R2 e R3, respectivamente.

Para o preparo da solucao padrao foram transferidos 10,0 mL de solucdo de
cefuroxima sodica SQR de 1000,0 pg/mL para um frasco de rolha esmerilhada de 125 mL.
Adicionou-se 5 mL de NaOH 1 M em cada frasco e deixou-se em repouso durante
20 minutos.

Adicionou-se entao 20 mL de solucdao tampao acetato, 5 mL de HCl 1 M e
25,0 mL de iodo 0,02 M. Fechou-se o frasco e deixou-se em repouso durante 20 minutos,
protegido da luz.

Titulou-se o excesso de iodo com solucdo de tiossulfato de soédio 0,02 M, usando
amido SI como indicador, adicionado quando a titulacdo chegou préxima do fim. A outra
aliquota de 10,0 mL da solucdo de amostra adicionou-se 20 mL de solucdo tampao acetato e
25,0 mL de iodo 0,02 M, deixou-se em repouso durante 20 minutos e titulou-se com
tiossulfato de sodio 0,02 M, usando amido SI como indicador quando a solugdo chegou
proxima do fim. A diferenca entre as titulacbes representa o volume de iodo 0,02 M
equivalente a cefuroxima sodica total presente, sendo que 1 mL de iodo 0,02 M corresponde
a a 4,463 mg de cefuroxima sodica (medida como CigH1sN4sNaOgS).

O preparo das solugdes para o teste de recuperacao encontra-se na Tabela 52.

Tabela 52: Preparacdao das solucdes para o teste de recuperagdo aplicado a amostra de cefuroxima

sodica para determianagdo iodometrica

Quantidade de Quantidade final
Volume da SQR (5,0 mg/mL)
amostra (mg) (mg)
A 10,0 10,0
R1 10,0 1,0 10,5
R2 10,0 2,0 11,0
R3 10,0 4,0 12,0
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6.7.4.2 Calculo do teste de recuperagao

A percentagem de recuperacao (R%) foi calculada através da expressao descrita
pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2002):

R% =[G — C,) / C] . 100 Equacgo 18

Na qual:
Cf = quantidade da substancia de referéncia + quantidade da amostra
Cu = quantidade da amostra
Ca = quantidade da substancia de referéncia adicionada

Os valores encontrados no teste de recuperacao para cefuroxima sodica amostra

estao representados na Tabela 53.

Tabela 53: Teste de recuperacao de cefuroxima sodica SQR adicionada a solugdo de cefuroxima

sodica amostra por iodometria

Adicionado Volume iodo Encontrado Recuperacao Média
(mg) 0,02 M(mL)* (mg) (%) (%)
R1 0,5 3,89 10,55 100,47
R2 1,0 4,03 10,96 99,63 99,97
R3 2,0 4,08 11,98 99,83

*Cada valor é a média de trés determinagdes.

6.7.5 Discussdo

O método iodométrico para determinacdo de cefuroxima sbdica forma
farmacéutica injetavel apresenta baixo custo em instrumentacao e facilidade de execucdao em
laboratdrios de rotina.

O método iodométrico para determinacdo de cefalosporinas necessita de uma
etapa prévia de degradacao do anel B-lactamico, o que se da geralmente por alcali ou B-
lactamases, originando um derivado do acido correspondente que reage com o iodo. No
entanto, o farmaco integro ndao consome iodo. Assim, durante o ensaio, foi necessario

analisar a amostra degradada e sem sofrer degradagao, a fim de verificar se a mesma ja nao
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se encontrava em processos degradativos influenciados pela temperatura, luz, umidade e
outros. O método proposto foi baseado em ensaios iodométricos existentes na literatura para
outras cefalosporinas, mostrando-se aplicavel e vantajoso em relagdo a outros ensaios
instrumentais de custo elevado.

Foi de extrema importancia o controle da temperatura durante o ensaio (25°C), a
fim de evitar a volatilizagao do iodo em solugao, embora esse problema tenha sido bastante
reduzido com a utilizagao da solugao de triiodeto.

O teste de recuperacao foi efetuado com o objetivo de comprovar a exatidao do
método proposto. Desta forma, quantidades conhecidas da SQR foram adicionadas nas
solucdes de cefuroxima sddica amostra para quantificacdo da substancia. A recuperacao
média do método foi de 99,97%. Com este resultado comprovamos a exatidao do método
proposto, que é um dos requisitos obrigatdrios na validacdo de métodos analiticos. A
precisdo do método foi obtida utilizando-se 6 determinagGes de cefuroxima sddica frascos-
ampola. O desvio padrao relativo foi de 0,83%.

O teor médio de cefuroxima sddica determinado nos frascos-ampola foi de
100,27%, demonstrando ser um método adequado para detectar a substancia ativa nos
frascos-ampola. O método desenvolvido foi validado para a quantificagdo de cefuroxima
sddica em frascos-ampola através de fatores como precisdo, exatidao e linearidade.
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6.8 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

6.8.1 Consideragoes gerais

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma das mais modernas
técnicas de separacao e quantificacdo de substancias em escala de tempo de poucos
minutos com alta resolucdo, eficiéncia, seletividade e sensibilidade.

Para a andlise de muitos farmacos empregam-se detectores UV/Vis fornecendo
assim um método de analise exato, preciso e robusto. A cromatografia juntamente com a
deteccdo UV/Vis é capaz de monitorar a estabilidade de farmacos e formulagGes, detectando
produtos de degradacao.

A partir de dados encontrados na literatura para outros antimicrobianos (ABDEL-
HAMID, 1998; BOMPADRE et al., 1998; PEHOURCQ; JARRY, 1998; FUJIMOTO et al., 1999;
MARONA; SCHAPOVAL, 1999; NISHINO et al., 2000; JOHNSON et al., 2000; EL-WALILY et
al., 2000; SORENSEN; SNOR, 2000; JOSHI, 2002; SAMANIDOU et al., 2003; KAKUMANU et
al., 2006; CAN; LTIOKKA; ABOUL-ENEIN 2006; TOZO; SALGADO, 2006; MORENO;
SALGADO, 2008) e também para a cefuroxima sédica (USP, 2009), alguns parametros foram
testados para sua determinacao.

6.8.2 Material e método
Foram realizados testes preliminares para o desenvolvimento da metodologia de
andlise para cefuroxima sodica forma farmacéutica injetavel, alternando-se alguns

parametros apresentados na Tabela 54.

Tabela 54: Parametros utilizados para a avaliacdo de cefuroxima sédica por cromatografia liquida de

alta eficiéncia

Parametros Descricao

Fase movel Metanol: Agua (70:30)
Tampao acetato pH 3,4: Acetonitrila (10:1)
Vazao (mL/min) 0,5;08e1,0

A partir dos resultados obtidos com as diferentes fases moveis e as diferentes

vazoes foi possivel estabelecer os parametros para a realizagao do teste.
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As analises foram realizadas em cromatdgrafo a liquido Waters 1525 Binary HPLC
Tump com deteccao UV/Vis (Milford, MA), injetor manual Rheodyne Breeze 7725i e
empregou-se coluna C18 Wat 054275 (Milford, MA) de dimensdes 150 mm x 4,6 mm e
tamanho de particula de 5 pm e pré-coluna Waters.

A fase mdvel foi preparada a partir da mistura de metanol (grau HPLC): agua
(purificada por osmose reversa) na proporgao 70:30 (v:v) e filtrada por membrana de
0,45 uym de tamanho de poro e 47 mm de didmetro, sob vacuo, e desgaseificada durante
15 minutos. Apds a estabilizagdo do sistema foram injetados volumes pré-fixados de 20,0 pL
da solugao previamente filtrada em membrana.

A padronizacao do sistema cromatografico, equipamento e as condicdes de

trabalho estdo apresentados na Tabela 55.

Tabela 55: CondigGes cromatograficas utilizadas na adequacao de método para quantificacao da

cefuroxima sodica por CLAE

Parametros Descricao
Fase movel Metanol: agua (70:30)
Coluna Waters C18 (Wat 054275)
Comprimento de onda 280 nm
Vazao 0,8 mL/min
Sensibilidade de deteccao 0,5 AUFS
Volume de injecdo 20 yL
Temperatura 200 £ 10C

6.8.3 Obtencdo da curva analitica

Para a realizacao da curva analitica foram pesados 50,0 mg de cefuroxima sddica
SQR previamente dessecada e transferidos para baldo volumétrico de 50 mL completando o
volume com a fase movel utilizada para a obtencdao de solucdo com concentracdo tedrica
definida de 1 mg/mL. Desta solucdo foram transferidas aliquotas de 0,10; 0,11; 0,12; 0,13;
0,14 e 0,15 mL para baldes volumétricos de 10 mL, sendo o volume completado com a fase
movel, para a obtencdo de solucdes de 10,0 a 15,0 pg/mL de cefuroxima sddica SQR.

Destas solugdes, foram injetados volumes de 20,0 YL para a obtencao dos

respectivos cromatogramas (Figura 22).
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Figura 22: Cromatograma obtido por CLAE para solugbes de cefuroxima sodica SQR: 10 pg/mL
(preto); 11 pg/mL (verde claro); 12 pg/mL (verde escuro); 13 pg/mL (azul); 14 pg/mL (rosa); 15
Mg/mL (vermelho).

Os resultados das medidas das areas absolutas para a curva de calibracao estao
representados na Tabela 56, onde se observa o coeficiente de variagdo percentual médio.

A representacdo grafica da curva analitica e o coeficiente de correlagdo das
solucdes foram determinados pela andlise da regressao linear e estdo apresentadas na

Figura 23.
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Tabela 56: Areas absolutas determinadas na obtencdo da curva analitica de cefuroxima sédica por
CLAE

Concentragao , . Area absoluta média
Area do pico CV (%)
(ng/mL) + e.p.m.
559937
10,0 558092 559078 + 46455 0,9291

559206

629243
11,0 630145 629754 + 23145 0,4629
629875

689382
12,0 689526 689222 + 20410 0,4082
688758

752589
13,0 751458 752247 + 34280
752695

0,6856

823145
14,0 824589 823810 + 36430 0,7286
823698

899532
15,0 899896 899813 + 12525 0,2505
900012

——————————————— ———————————————————
* cada valor é a média de trés determinagoes
e.p.m. = erro padrdo da média
c.v. (%) = coeficiente de variacao
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Figura 23: Representacdo grafica da curva analitica da solucdo de cefuroxima sodica em

concentragdes de 10 a 15 pg/mL por CLAE.

6.8.4 Validacdo do método

O método foi validado para determinagdo da linearidade, precisao, robustez e
exatidao (ICH, 2005; USP, 2009b).
- Linearidade: para validagdo do método, seis concentragdes (10,0 — 15,0 yg/mL) da SQR
e seis (10,0 — 15,0 pg/mL) concentracdes da amostra foram utilizadas. O calculo da
regressao linear através dos minimos quadrados foi efetuado (Tabela 57).
- Precisao: repetibilidade (intramétodo) e precisdao (intermétodo) foram determinadas. A
repetibilidade do método foi estudada pelas andlises das amostras em concentracoes
diferentes no mesmo dia. A precisao intermediaria foi avaliada por comparacdao do método
em diferentes dias (Tabela 58).
- Exatidao: foi determinada pelo teste de recuperagao (Tabela 63).
- Robustez: a robustez do método foi determinada pela variacao do analista (Tabela 59) e

da vazao da fase mdvel (Tabela 60).
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Tabela 57: Andlise de varidncia dos valores de area determinados na obtencdo da curva analitica de

cefuroxima sodica, utilizando o método CLAE

Fontes de
L GL SQ QM F cal F tab
variacao
Entre 5 856162406142,9 250121380117,5 2,604 5,06
Regressao 1 854510680929,7 854510680929,7 8058,8* 9,33
Desvio da
4 1641815213,2 5215649144 4.4 5,41
linearidade
Residuo 12 84648866, 1 8805923,0
Total 17 856255043897,9 -

*Significativo para p<1%

Tabela 58: Precisdo do método de CLAE representado pelo desvio padrdo relativo para cefuroxima

sddica
Ensaio Area do pico* Encontrado Teor (%) Media + DPR (%)
() e.p.m.
I 691545 12,04 100,33
II 682258 11,87 98,91
I1I 685912 11,94 99,50
v 691089 12,03 100,21 99,84 £ 0,24 1,04
\" 699896 12,18 101,45
VI 680178 11,84 98,62

DPR = desvio padrdo relativo
e.p.m. = erro padrdao médio
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Tabela 59: Robustez do método para CLAE de cefuroxima sddica através da variacdo do analista

Analista Area Area média * e.p.m. DPR (%)

691545
682258
1 685912 688479 + 0,27 0,72
691089
699896
680178

691563
613157
2 599899 634243 + 1,25 3,31
651955
630085
618799

DPR = desvio padrdo relativo
e.p.m. = erro padrdo médio

Tabela 60: Robustez do método para CLAE de cefuroxima sddica através da variacao da vazao da fase
movel

Vazao

. Area Area média * e.p.m DPR(%)
(mL/min)

691545
682258
685912
0,8 691089 688479 + 0,27 0,72
699896
680178

699595
692278
1,0 695982 696003 + 0,14 0,38
698189
699396
690578

DPR = desvio padrao relativo
e.p.m. = erro padrdo médio
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6.8.5 Determinagdo de cefuroxima sodica no medicamento

6.8.5.1 Preparo da solucao de cefuroxima sddica SQR

Foram transferidos volumes de 2,0 mL de solugdo de cefuroxima sodica SQR com
concentragdo 1000,0 pg/mL para baldao volumétrico de capacidade de 10 mL. O volume foi
completado com fase movel para obtencao de uma solucdo com concentracdo de
200 pg/mL.

6.8.5.2 Preparo da solugao de cefuroxima sodica amostra

Uma quantidade de pd equivalente a quatro pesos médios da amostra foi
exatamente pesada e transferida para baldo volumétrico de 1000 mL. O volume foi
completado com agua purificada para obtencdo da solugdo de concentracao tedrica de
3000,0 pg/mL. Uma aliquota de 50,0 mL foi transferida para baldo volumétrico de 150 mL,
completando o volume com a fase moével, obtendo-se solucao de concentracao de
1000,0 pg/mL.

A partir desta solugdo filtrada foi transferida uma aliquota de 2,0 mL para balao
volumétrico de 10 mL completando-se o volume com a fase mével, obtendo-se concentragao

final de cefuroxima sddica de 200,0 pg/mL.

6.8.5.3 Calculos

A concentracao da solucao amostra foi obtida pela equagao 19:

Ca = Ay . Csr / Asr Equagéo 19

Na qual:

Ca = concentragao da amostra (pg/mL)

Csr = concentracado da substancia de referéncia (ug/mL)
A, = area da amostra

Asr = area da substancia de referéncia
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O teor percentual de cefuroxima sddica na amostra foi calculado pela equagao
20:

Cas = Ca. 100/ C Equacao 20

Na qual:
CA = concentracao de cefuroxima sddica encontrada na amostra (ug/mL)

Ct = concentracdo de cefuroxima sodica tedrica na amostra (mg)

Os valores experimentais da determinacdo de cefuroxima sédica amostra pelo

método proposto encontram-se na Tabela 61.

Tabela 61: Quantidades determinadas para o doseamento de cefuroxima sédica amostra por CLAE.

Ensaio  Area do pico Encontrado Teor (%) Média DPR (%)
(ng) e.p.m.
I 691545 12,04 100,33
II 682258 11,87 98,91
I11 685912 11,94 99,50
v 691089 12,03 100,21 99,84 + 0,24 1,04
\Y 699896 12,18 101,45
VI 680178 11,84 98,62

* cada valor é a média de trés determinagoes
DPR = desvio padrdo relativo
e.p.m. = erro padrdao médio

6.8.6 Teste de recuperacao

6.8.6.1 Preparo das solugoes

Foram analiticamente pesados 10,0 mg de cefuroxima soddica SQR e transferidos
para baldo volumétrico de 100 mL para o preparo da solucao de cefuroxima sddica SQR com
concentragao de 100 pg/mL. A solugao amostra foi preparada com concentragao
250,0 pg/mL, preparada pela dissolucdo de 25,0 mg de p6 em 100 mL de agua purificada.
Apds, as solugdes foram filtradas em membrana de 0,45 pm de tamanho de poro.

Para o ensaio de recuperagao foram transferidas aliquotas de 0,1 mL da solugdo
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amostra para baldes volumétricos de 10 mL denominados: A, R1, R2 e R3. Foram
adicionados 0,85, 0,95 e 1,05 mL da solucdo de cefuroxima sddica SQR em concentragao de
100,0 pg/mL, nos baldes R1, R2 e R3, respectivamente, e os volumes completados com a
fase movel.

A Tabela 62 apresenta a preparacdo das solugoes de cefuroxima sodica SQR e

amostra utilizadas na realizagao do teste de recuperacao.

Tabela 62: Preparacao das solucdes para o teste de recuperagao aplicado a amostra de cefuroxima

sodica para o método CLAE

Volume da solucdo Volume da solugdo de Concentracao final
amostra 250,0 pg/mL (mL) referéncia 100 yg/mL (mL) em 10 mL (ug/mL)

A 0,1 2,5
R1 0,1 0,85 11,0
R2 0,1 0,95 12,0
R3 0,1 1,05 13,0

Os valores encontrados no teste de recuperacdo para cefuroxima sédica amostra

estao representados na Tabela 63.

Tabela 63: Teste de recuperacdo de solugdo de cefuroxima sddica SQR adicionada a solugdo de

cefuroxima sodica amostra por CLAE

Adicionado (%) Encontrado (pg/mL)* Recuperacao (%) DPR (%)

R1 10,0 9,98 99,80
R2 20,0 20,28 101,40 1,17
R3 30,0 29,65 99,12

*Cada valor é a média de trés determinagdes.
DPR = desvio padrao relativo

6.8.7 Discussdo

Dentre os métodos modernos de andlise, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
ocupa um lugar de destaque devido a sua facilidade em efetuar a separacao, identificacdo e
quantificagdo das espécies quimicas, por si mesma ou em conjunto com outras técnicas

instrumentais de analise.
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A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma técnica frequentemente
empregada na quantificacdo de farmacos em formulagGes farmacéuticas, sendo uma das
mais modernas técnicas de separacao e quantificacdo de substancias em escala de tempo de
poucos minutos com alta resolucao, eficiéncia e sensibilidade.

Na cromatografia liquida as espécies que estdo sendo analisadas sofrem
influéncia enorme da fase estacionaria, € ao mesmo tempo as propriedades destas sao
influenciadas pela fase moével. Ha necessidade de combinacao de condicdes experimentais
como: tipo de coluna, fase mdvel e sua composicao, vazao, temperatura e quantidade de
amostra injetada (CIOLA, 1998).

A cromatografia, juntamente com a deteccao UV/Vis, é capaz de monitorar a
estabilidade de farmacos e formulagGes, detectando produtos de degradacao.

Segundo a USP (2009), a fase mdvel empregada para determinacdo de
cefuroxima sodica é composta de tampao acetato pH 3,4 e acetonitrila, porém sabe-se que
os tampoOes acabam danificando a coluna com o tempo, o que tornam as analises de CLAE
mais complicadas, pois os sais inorganicos podem danificar a coluna, através da interacdo
com a silica (SNYDER; KIRKLAND; GLAJCH, 1997; WATSON, 1999; OHANNESIAN, 2002).

Assim sendo, optou-se pela utilizacao de metanol-agua (70:30) como fase mdvel,
0 que constituiu uma excelente melhora na metodologia, pois com esta fase torna-se
desnecessaria a lavagem da coluna apds as andlises. Além disso, a amostra mostrou-se
bastante solivel nessa fase mével, sem qualquer problema de precipitacao.

A linearidade do método foi constatada no intervalo de 10,0 a 15,0 pg/mL. Os
valores para o intercepto e a inclinacdo da curva analitica foram 67334 e 114396,
respectivamente, com coeficiente de correlagdo de 0,9992. A analise estatistica comprovou
que nao existe desvio significativo da linearidade das concentragOes utilizadas e que existe
regressao linear nos dados obtidos, no limite de confianca de 1%.

O teor médio determinado de cefuroxima sddica forma farmacéutica injetavel foi
de 99,84%, os limites de variacao dentro dos dias de analise tiveram média de 1,04 e entre
os dias de 2,01% para o ensaio de precisao.

A exatiddo do método expressa pela percentagem de recuperacdo, é de
100,10%.

O método desenvolvido mostrou caracteristicas de desempenho apropriadas,
sendo adequado para a determinacao cefuroxima sodica forma farmacéutica injetavel.

O método apresenta vantagens em relacdo aos encontrados em farmacopeias

para a determinacdo de cefuroxima sddica, uma vez que nao emprega tampdes na fase
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movel, o fluxo utilizado € menor e a fase mével é muito simples, sendo desnecessaria a troca

da fase movel para a lavagem da coluna apos a realizacao do ensaio.
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Andlise Comparativa dos Métodos Propostos

E frequentemente necessaria a comparacdo de metodologias para determinar se
a variabilidade dos métodos difere de forma significativa. Os ensaios de comparacdao devem
prover dados suficientes para provar a sua equivaléncia em um determinado intervalo (USP,
2009). Para comparagao de métodos, a Farmacopeia americana (USP, 2009) recomenda
avaliar os parametros de precisdo e exatiddo. A Tabela 64 apresenta os diferentes
parametros determinados para os métodos validados neste trabalho.

A comparacao entre os métodos em questdo mostra que quanto aos parametros
apresentados na validagao todos os métodos sao considerados satisfatdrios, pois a exatidao
€ proxima a 100%, e os valores de coeficiente de variacao para precisao sao menores que
5% (BRASIL, 2003a).

Os métodos avaliados neste trabalho s3o precisos, exatos e ndo apresentam
diferenca estatisticamente significativa, podendo ser utilizados rotineiramente na
determinacao quantitativa de cefuroxima sédica em forma farmacéutica pé para solucao
injetavel.

A comparacdo também pode ser feita através da anadlise dos dados de
doseamento obtidos neste trabalho (Tabela 65), utilizando-se a analise de variancia.

A analise de variancia simples foi utilizada, considerando-se como fator a variagao
entre os tratamentos. Foram utilizados os valores de teor de cefuroxima sodica forma
farmacéutica injetavel determinados durante os ensaios de doseamentos. Os dados do

tratamento estatistico sdo apresentados na Tabela 66.

Daniela Cristina de Macedo Vieira 166



L91

eIDURIDYS eyje ap epinbj| elyesbojewold :Jy 1D 6
EDLI}9WOPOI 0B5RN}1 :BLISWOPO] 8
osonbe oeu opw wa oe5e|ni (YN /
edLRWIpIOR 0BSRIN} (RLIBWIPY 9
oy[awiiaAeyul op oelbas eu 0J1119W03040.1309dsa 0poRW AT §
[SAISIA Op oelbaJ BU 0DL13PW0}00.4309dSS OpORW :SIA b
02139WIPIGIN} OpPOIRW - 02160[0IGOJDIW OeSUd QN €
Jebe wa oesnyip ap opolaw — 02160]0Iqo.IdIW OleSUD :0esnyid ¢
e39j01ARI) N Op OBIBaJ BU 0D1139W03040430adse opolRw AN T

¥8'66 12001 98'001 16'001 G2'o01 28'66 1£'66 96'66 67’66
01’001 16'66 ot'001 2€'001 £8'66 G9'66 12'001 11’001 28'001
9 - - - 9 9 € € 9
26660 - - - 16660 16660 16660 66660 96660
96£VIT- - - - ¥110'0- 6410 99190 16261 82€0'0
¥€€/9 - - - £G60G'0 16200 1G0'0- ulG6028'1 21v0'0
w6t Jw/bw w/br w/br w/brf Jw/brf
0'GI-0'01 - - - 0'2-60 00€-001 021-0¢ 021-0¢ 0'v1-0'G
082 - - - - 014 0€g - 082

Z _ - - - - ¢qdnL 20psn}iq
sV 10 gD!d4awopot ,YNW oDI442UIPIDY NI vSIN 0JdIW AN
SD2IU22 |

sogsodoid sopoap; sop vayvuvduio)) asypul”

0DpS192.4d
(%) oppi4px3
u
J
q
0]

g + XD =A
DpDZI[I4n
0D5DJJU22U0D
2p DXID4

(wu) ¢

0J}2WDJUDy

BDIPOS BWIX04NJ90 p oededynuenb eled seysodoid sediudd) sep oesipald © oepiiexa ‘apepliqeddy 49 eleqel




Andlise Comparativa dos Métodos Propostos

Tabela 65: Valores médios experimentais obtidos para a determinacao quantitativa de cefuroxima

sadica na forma farmacéutica p6 para solucdo injetavel, pelas técnicas avaliados

Amostra uv? Micro Vis?* Iv°e Acid® MNA’ Iodom® CLAE®

Difusao®? Turb?®

I 97,53 99,76 99,80 101,92 101,35 101,57 99,97 99,33 100,33
II 98,41 100,31 100,08 100,68 99,05 100,38 102,94 101,66 98,91

III1 100,70 99,94 98,31 98,03 100,98 98,78 98,18 100,33 99,50

Iv 98,32 100,13 - 98,22 98,69 101,16 102,35 100,00 100,21
Vv 99,95 99,38 - 99,93 100,56 99,61 101,75 100,66 101,45
VI 102,40 99,64 - 100,14 100,87 101,57 99,97 99,66 98,62

MEDIA 99,49 99,96 99,37 99,82 100,25 100,51 100,86 100,27 99,84

1 UV: método espectrofotométrico na regidao do ultravioleta

2 Difus3do: ensaio microbioldgico — método de difusdo em agar
3 Turb: ensaio microbioldgico - método turbidimétrico

4 Vis: método espectrofotométrico na regido do visivel

5 IV: método espectrofotométrico na regido do infravermelho
6 Acidimetria: titulacdo acidimétrica

7 MNA: titulagdo em meio nao aquoso

8 Iodometria: titulagdo iodométrica

9 CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia

Tabela 66: Anadlise da variancia dos resultados obtidos para o doseamento de cefuroxima sddica

amostra pelas técnicas propostas

Fontes de .
L GL SQ Variancia F
variagao
Entre 8 7,657537 1,055192 0,000254
Residuo 45 234162,1 6561,701

Total 53 234175,9

Através da andlise da variancia (ANOVA), os teores de cefuroxima sddica
determinados pelas diferentes técnicas foram comparados e os resultados dessa analise
indicam que ndo ha diferenga estatisticamente significativa para p < 0,05.

As técnicas propostas nao diferem estatisticamente, porém apresentam
diferencas quanto ao custo e tempo de execucao.

As técnicas espectrofotométricas (regides do ultravioleta, visivel e infravermelho)

utilizam reagentes de baixo custo e sao de simples execucao, além de utilizarem baixo
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volume de reagente. O infravermelho ndo utiliza solventes e reagentes, fazendo dele uma
técnica limpa.

O método de cromatografia liquida de alta eficiéncia exige equipamentos de custo
mais alto, nem sempre disponiveis em todos os laboratérios, além de trabalhar com
reagentes de custo mais elevado (grau HPLC) e um grande volume dos mesmos, levando a
uma grande preocupagao com os residuos gerados por essa técnica.

As técnicas titrimétricas sdao as de mais facil execucao e rapidez, utilizando
reagentes e equipamentos simples e de custo mais baixo, porém necessitam de uma maior
quantidade de padrao e amostra na execugao do teste.

Dos ensaios microbioldgicos, o método de difusdo em agar envolve um tempo de
execucao maior tornando-o uma técnica desvantajosa; mas com método turbidimétrico
podemos executar a técnica em quatro horas diminuindo assim o tempo de espera. E a Unica
técnica proposta que apresenta a peculiaridade de analisar a atividade bioldgica do farmaco,
além de nao utilizar solventes nem reagentes em grandes volumes, ndao causando
preocupacao com residuos quimicos.

Na comparacdao dos resultados obtidos pelos diferentes métodos propostos,
observou-se que a variabilidade entre eles é muito pequena, uma vez que os desvios
relativos mostraram-se menores que 2 %, dentro do recomendado pela Resolugao 899/2003
(BRASIL, 2003), que considera como valor maximo aceitavel 2 %, nao se admitindo valores
superiores para métodos analiticos.

O desenvolvimento de métodos analiticos para o controle de qualidade de
farmacos e medicamentos envolve a busca constante da confiabilidade dos resultados, visto
gue as analises efetuadas sao determinantes para a liberagao ou rejeicao de um produto
farmacéutico.

Essa confiabilidade é alcancada a partir da validacao dos métodos analiticos.

Segundo LEITE (2002): “ndo ter validacao é ter apenas um numero, nao um
resultado”. Logo, a importancia da validacao de métodos analiticos para garantia e controle
da qualidade é incontestavel.

A validacao de um método analitico tem como objetivo demonstrar que o mesmo
é adequado para a anélise pretendida. E um processo pelo qual se estabelece por estudos de
laboratdrio, que as caracteristicas de desempenho do método satisfazem as exigéncias para
a aplicacao analitica pretendida (RILEY; ROSANSKE, 1996).

A validacdo nao infere que o método seja livre de erros, somente confirma que

ele é adequado para a proposta (MEHTA, 1997) e deve ser considerada como parte de um
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conceito integrado que visa a assegurar a qualidade, seguranca e eficacia dos produtos
farmacéuticos (ERMER, 2001).

Segundo Gil e Batista Filho (2005), “um método analitico deve, idealmente, ser
exato para fornecer valor real, ser preciso para fornecer em um menor nimero de ensaios
esse valor real, ser seletivo para que a exatidao ndao desvie com interferentes potenciais, ser
sensivel ou capaz de determinar as menores concentragdes possiveis e, enfim, responder de
forma proporcionalmente linear, ao longo de ampla faixa de concentragao”.

Todas as técnicas propostas mostraram-se sensiveis para determinacdo da
cefuroxima na forma farmacéutica injetavel, variando de 99,37 a 100,86% o0 que esta de

acordo com o preconizado pela literatura.
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8.1 Consideragoes gerais

A estabilidade é definida como o tempo (em dias, meses e anos) durante o
qual a especialidade farmacéutica ou mesmo a matéria-prima considerada isoladamente,
mantém, dentro dos limites especificados e durante todo o periodo de estocagem e uso,
as mesmas caracteristicas que possuia quando da época de sua fabricacdo (VADAS,
2000; ANSEL et al., 2000).

Todas as substancias estao sujeitas a alguma forma de decomposicao quimica
ou fisica. Algumas classes quimicas sao mais vulneraveis e tendem a se decompor
mesmo em condigdes brandas. As condigdes externas envolvidas na deterioracao de
farmacos e medicamentos sdo tidas como fatores extrinsecos ou ambientais; entre os
principais fatores temos a luz, temperatura, ar e a umidade. Estes fatores podem afetar a
estabilidade fisica de medicamentos e acelerar processos de decomposicao quimica do
farmaco (GIL; BATISTA, 2005).

Um bom estudo de estabilidade é meta fundamental de um programa de
garantia da qualidade. Outra meta seria a seguranca clinica, intimamente relacionada a
estabilidade farmacéutica (VADAS, 2000).

A monitorizagdo da estabilidade de medicamentos € um dos métodos mais
eficazes para avaliacdo, previsdao e prevencao de problemas relacionados a qualidade do
produto durante seu tempo de validade. Também a seguranca e a eficacia podem ser
avaliadas por estudos de estabilidade, pelo monitoramento da formacgao de produtos de
degradacao, que podem gerar perda de atividade terapéutica ou toxicidade.

Classicamente, a avaliacdo da estabilidade de produtos farmacéuticos é
separada em estudos de estabilidade fisica ou farmacéutica, quimica (incluindo-se a
bioquimica) e fisico-quimica. Reconhecer a estabilidade fisica de uma formulacdo é
importante para o profissional € o usuario. Em primeiro lugar, o produto farmacéutico
deve manter boa aparéncia. Alteragdes como descoloracdo ou escurecimento devem ser
motivos para desconfianca; a uniformidade de dose do ingrediente ativo deve ser
assegurada com o tempo, pois alguns produtos sao dispensados em embalagens de
dosagem multipla e o farmaco ativo deve ter eficiéncia durante o tempo de validade
esperado da preparacdo. Para cada forma farmacéutica, ha diferentes parametros a ser
avaliados: propriedades organolépticas, velocidade e volume de sedimentagdo,
consisténcia e viscosidade, polimorfismo, dureza, desintegracao e outras. Varias reacoes

quimicas podem resultar na degradagao de principios ativos e excipientes. Qualquer
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alteracdo na estrutura do principio ativo pode reduzir a atividade terapéutica e levar a
efeitos indesejados, devido a formacao de produtos tdxicos (VADAS, 2000).

As reagOes quimicas mais comuns sdo as de oxidacdo e hidrdlise, devido a
presenca de oxigénio e umidade na prdpria atmosfera. Outras formas de degradacao
ocorrem por reacoes fotoquimicas (isomerizacado, ciclizagao, fragmentacao), racemizagao,
incompatibilidade com outros componentes da férmula ou embalagem, entre outras.
Algumas vezes mais de uma reagao ocorre a0 mesmo tempo, outras vezes ocorrem
consecutivamente (VADAS, 2000; LUND, 2003).

A maior ou menor vulnerabilidade de uma espécie sofrer uma reacao quimica
definida como fator intrinseco de estabilidade. Outros fatores intrinsecos sao aqueles
associados as propriedades fisico quimicas, tais como ponto de fusdo e coeficiente de
solubilidade (GIL; BATISTA, 2005). A umidade, a luz, oxigénio e temperatura podem
influenciar durante o periodo de estocagem das formas farmacéuticas, reduzindo o tempo
de estabilidade.

A estabilidade quimica é importante para selecionar as condicbes de
armazenagem (temperatura, luz, umidade), escolha do recipiente adequado (vidro,
plastico claro, ambar ou opaco), tipo de tampa e para prever as interagdes ao misturar
farmacos e excipientes (ANSEL et al., 2000). A degradacao quimica de excipientes pode
acarretar problemas de estabilidade fisica ou microbioldgica (CARVALHO et al., 2005).

O armazenamento, distribuicdo e uso inadequados podem levar a degradacao
fisica e quimica, resultando em atividade reduzida ou formacdo de produtos de
degradacdo toxicos. A degradacdo tende a ocorrer em condicOes tropicais de altas
temperaturas e umidades e, por causa da interacdo quimica entre principio ativo e
excipientes, as formas farmacéuticas sao mais vulneraveis a degradacao que as
substancias puras. Estudos de estabilidade realizados em climas temperados, no entanto,
ndo fornecem indicacdo confidvel de sua validade em paises com condicOes climaticas
extremas. Assim, provas adicionais de estabilidade devem ser solicitadas ao fabricante,
que deve assumir a responsabilidade por formular um produto que seja estavel nas
condigbes climaticas do local de destino (WHO, 2002; QUALITY ASSURANCE OF
PHARMACEUTICALS, 1997).

Na década de 50, concomitante com os acidentes que incentivaram a
farmacovigilancia, estabeleceram-se as primeiras alternativas para previsdao do prazo de
validade de medicamentos (CARVALHO et al., 2005).
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As possibilidades de degradagao ficam evidentes ao se constatar a variedade
climatica no mundo e a ja inevitavel globalizacao, pois a importacdo e exportacdo de
medicamentos entre regides com diferentes climas se tornam comuns.

Com a finalidade de prever o prazo de validade do medicamento nos
diferentes climas, o mundo foi subdividido em zonas climaticas, com diferentes
especificacoes de temperatura e umidade. Essas especificacdes devem ser utilizadas
pelas empresas para proceder aos estudos de estabilidade quando houver interesse em
exportar para determinada zona (VADAS, 2000).

O problema estaria solucionado, nao fossem as diferencas no interior de uma
mesma zona climatica. Pode-se tomar como exemplo o Brasil, situado na zona climatica
IV, que se caracteriza por alta temperatura e umidade. Outros problemas sao
desrespeitos as normas de transporte, armazenamento inadequado e uso incorreto de
medicamentos. O guia vigente para realizagdo de estudos de estabilidade brasileiro
estabelece a necessidade de informacao do periodo de utilizagdo pelo qual o produto
mantém sua estabilidade depois da reconstituicdo, nas condicbes de armazenamento
determinadas, de preparagbes que requeiram reconstituicao ou diluicdo.

A determinacdo da vida atil ou shelf life é realizada quando se pretende
estabelecer o periodo de tempo no qual um produto de composicao definida,
procedimento de fabricacao estabelecido, numa embalagem determinada é capaz de
conservar suas caracteristicas quimicas, fisicas, microbioldgicas, toxicoldgicas e de
funcionalidade dentro de especificagdes estabelecidas.

No estudo de estabilidade, os testes fisicos variam de acordo com a forma
farmacéutica. Nos ensaios quimicos, destaca-se a realizacdo do doseamento e ensaios
limites para produtos em decomposicao enquanto que os ensaios microbioldgicos podem
incluir ensaios do tipo teste de eficacia de conservante ou mesmo ensaios de poténcia
para fatores de crescimento e antibidticos. Tais estudos devem ser realizados em
camaras climaticas controladas e qualificadas.

A avaliacao da velocidade de degradacao de um medicamento ou de um de
seus componentes possibilita estimar o seu prazo de validade, tempo no qual o produto
podera ser usado, e para medicamentos é caracterizado pelo tempo durante o qual o
farmaco perde no maximo 10,0% de sua integridade, fundamentado no estudo de
estabilidade sob condicdes variadas. As velocidades das reacbes dependem de uma série
de condicdes, tais como: concentracao de reagentes, temperatura, pH, radiagao ou

presenca de catalisadores.
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A cinética de uma reacao diz respeito a velocidade especifica de reagdo, a
qual é expressa por k, que indica a intensidade de degradacdo ou alteragao dos
componentes do medicamento durante um determinado tempo. Seja uma reagao entre
compostos A e B formando produtos C e D, k1 corresponde a cinética de formacao de C e
D e k-1 a reagao inversa. A meia-vida (ti») de uma reagdo € um importante termo
derivado de equacdes de cinética quimica, é definida como tempo necessario para que a
concentragao de reagente caia pela metade do valor inicial (NUDELMAN, 1975).

A ti; e o prazo de validade podem ser calculados com base na cinética de
reacao k, pelas equagoes:

ti, = 0,693/ k Equagao 21

Em que:
t1/2 = meia-vida

k = constante especifica

too = 0,1054 / k Equagao 22

Em que:
Too = Meia-vida

k = constante especifica

Embora todas as reagbes obedecam a lei de acdo das massas, a velocidade de
uma reagao pode variar dependendo do tipo de reagao:

As reagOes sao classificadas quanto a cinética como:

I) reacao de ordem zero (n = 0)

IT) reacao de primeira ordem (n = 1)

III) reacao de segunda ordem (n = 2)

|c=k.t+co | Equacgao 23

Em que:

Co = concentragao inicial
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¢ = concentragao de produto no tempo t

Logo, considerando-se que o prazo de validade requer a deteccdo de, no
maximo, 10,0% de produtos de degradacado, ou seja, no minimo 90,0% de integridade, a
meia-vida (t;/;) e toe podem ser calculadas (NUDELMAN, 1975).

A estabilidade de cefuroxima sddica foi estudada por varios autores (ZAJAC et
al., 2003; IVANA; LJILJANA; MIRA, 2006) e as amostras foram posteriormente analisadas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia e mostraram-se estaveis por um periodo
médio de 24 horas em temperatura ambiente (24°C).

Nguyen (1991) estudou a estabilidade de solugbes de cefuroxima sédica em
funcao da temperatura, pH, tampdes e forca idnica, no qual observou a agao de tampao
acetato e fosfato sobre a cefuroxima sddica. Em relacdo ao pH, a estabilidade maxima foi
no intervalo de 3,5 a 5,5. Na faixa de pH 1 a 9, a diferenca maxima observada para as
constantes de hidrolise foi de 27%.

Stoeckel e colaboradores (1998) também investigaram a estabilidade frente a
variacdes de pH e verificaram que ha formacao de quatro produtos de degradacdo na
presenca de tampao fostato.

Pramar e colaboradores (1991) estudaram a estabilidade de cefuroxima axetil
em suspensoes formuladas a partir dos comprimidos e concluiram que essas suspensoes
preparadas em 0,1 % de benzoato de sddio e acido citrico até pH 3,3, tampao citrato em
pH 5,5 e sacarose 85% (p/v) em pH 6,8 sao estaveis por até 28 dias quando
armazenadas sob refrigeracao.

Comprimidos de cefuroxima sodica foram submetidos de acordo com as
normas do ICH de 30,0°C a 60,0% UR, 40,0°C a 75,0% UR, analisados durante 1, 2, 3 e
6 meses e analisados por CLAE (IVANA; LJILJANA; MIRA, 2006).

Oldham (1991) e Scott, Hebron (1992) avaliaram a estabilidade de solucao
aquosa de cefuroxima sddica e verificaram sua estabilidade em frasco ambar. Verificaram
que essa estabilidade é mantida por durante 24 horas a temperatura ambiente e por 21
dias a 2°C durante uso simulado pelo paciente. Também verificaram que as solugles
podem ser congeladas a -30°C durante até 12 meses com negligenciavel perda de
poténcia, e ao serem descongeladas a temperatura ambiente, a estabilidade é mantida
durante 21 dias a 2°C ou 14 dias a 8°C. Com o acréscimo de cloreto de benzalconio, a
solucao manteve a estabilidade por um més a 4°C.

Outros autores estudaram a estabilidade de cefalosporinas. Messerschmidt

(1990) estudou a estabilidade de ceftazidima em pd (formulacao extemporanea para
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injetaveis) armazenada em temperatura ambiente e protegida da luz. Os resultados
mostraram a degradacao do farmaco, sugerindo que as preparacoes sejam diluidas
imediatamente antes do uso. Richardson, Woodford e Andrews (1981) propuseram um
intervalo de estabilidade de 6 a 24 horas para a estabilidade da preparacao pd para
solucado injetavel quando armazenada em temperatura de 25°C.

A estabilidade da cefuroxima sddica em solucdes aquosas, com ou sem
tampao fosfato e em soro glicosado foi estudada por Das Gupta e Stewart (1986). Nesse
estudo os autores verificaram, por CLAE, que a faixa 6tima de pH varia de 4,5 a 7,3.
InjecOes de cefuroxima em soro glicosado 5% e cloreto de sodio 0,9% foram estaveis
por 1 dia (mais de 90% poténcia) a 25°C e durante pelo menos 30 dias a 5°C. Quando
congeladas a -10°C, houve decomposicao insignificante apds de 30 dias.

Arséne e colaboradores (2002) compararam a degradacao da ceftazidima em
solugdo em embalagens plasticas e de vidro em diferentes condicoes de temperatura e
tempo de exposicao. O farmaco mostrou-se estavel por mais tempo em embalagens de
vidro, porém a degradacdo observada em embalagens plasticas de polipropileno (PP) e
cloreto de polivinila (PVC) foi consideravel (2,6 £ 0,2%; 2,1 £ 0,1% e estatisticamente
insignificante para piridina adsorvida, respectivamente, em frascos de PVC e PP).

Estudos de estabilidade de cefoxitina sddica na forma sélida e solugao foram
realizados a fim de fornecer informacao fisico quimica basica necessaria para preparar
um formulacdo parenteral apropriada. A cefoxitina sddica € muito solivel em agua e
exibe a decomposicao de primeira ordem neste meio em pH de 3,0 a 9,0, sendo que a
estabilidade maxima na agua estd em pH 5,0 a 7,0. Os lotes de substancia do estado
sdlido indicaram perdas rapidas iniciais seguidas por um periodo de deterioragao mais
lento (OBERHOLTZER; BRENNER, 1979).

O estudo de formas farmacéuticas no estado sdlido € um dos grandes
problemas das ciéncias farmacéuticas, principalmente quando se tem farmacos sensiveis
a umidade, e ndo existe a possibilidade de prever as mudangas rapidas de umidade no
ambiente. Uma vez que a estabilidade em relagdo a umidade depende da sensibilidade
dos farmacos direta e indiretamente sobre o teor de umidade no ambiente, as relagdes
hidroliticas podem envolver uma combinacdo de eventos complexos (WATERMAN;
ADAMI, 2005). No estado sdlido, os processos fotoquimicos ocorrem na superficie do
produto. Na maioria dos casos, o interior do produto sélido sera inalterado, independente
do tempo de exposicao (TANNESEN, 2001).

As reagOes fotoquimicas sao processos complexos, que usualmente ocorrem
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em duas etapas. A primeira etapa é uma reacao primaria, que envolve diretamente, a
absorcdo de um féton, fazendo com que o estado da molécula fique excitado. A reacgdo
fotoquimica primaria, frequentemente é seguida de reagdes secundarias (térmicas),
devido a presenca de produtos intermediarios originados dos processos fotoquimicos
primarios. Diferentes tipos de reacdes podem ser iniciados fotoquimicamente, por
exemplo, reducdo, desalquilacdo, hidrdlise, oxidagao, isomerizacdo, rearranjo de anéis,
polimerizacdo ou remogao de diversos substituintes como halogenados ou grupos
carboxilicos (TONNESEN, 2001). Estas reacdes podem ocorrer por exposicao a luz para
determinados comprimentos de onda. Quanto menor o comprimento de onda da
radiacdo, mais energia é absorvida por concentracao de reagente. Com isso, as radiacdes
absorvidas no ultravioleta contribuem mais facilmente para o inicio de reacdes quimicas,
do que aquelas absorvidas em comprimentos de onda maiores (LACHMAN et al., 2001).

O teste de fotoestabilidade dos farmacos e das suas respectivas formas
farmacéuticas finais é importante para garantir a qualidade durante a vigéncia do
produto.

Os protocolos basicos para novos farmaos e respectivos produtos sao
descritos nas diretrizes do ICH para testes de fotoestabilidade, divulgados desde janeiro
de 1998 (ICH, 2009). Essas diretrizes determinam que os testes de fotoestabilidade
sejam partes integrais dos testes de estresse, os quais sao subdivididos em testes de
degradacao forcada e testes confirmatdrios.

8.2 Parte experimental

8.2.1 Estudo preliminar da estabilidade da cefuroxima

O estudo preliminar da estabilidade da cefuroxima sddica foi realizado em
meio acido e basico, peroxido de hidrogénio 3%, temperatura e luz UVC, empregando-se
cefuroxima sodica amostra. As amostras foram avaliadas quanto as caracteristicas
organolépticas de cor, odor e aspecto, por analise visual. Além disso, avaliram-se as
amostras quanto ao teor residual de cefuroxima sédica e possiveis produtos de
degradacdo. O monitoramento da degradacdo foi efetuado através de método
cromatografico previamente validado. As amostras degradas na luz UVC (254 nm) e

cdmara climatica foram analisadas em cromatdgrafo a liquido Waters composto de
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bomba cromatografica gradiente binaria Waters 1525, injetor manual Rheodyne Breeze
7725i e detector UV-vis Waters 2487, utilizando-se como fase moével metanol: agua
(70:30 v:v). Para os estudos de degradacao térmica foi utilizada camara climatica
espelhada internamente (100 x 16 x 16 cm), com lampada UVC (254 nm) 20W.

As condicdes empregadas nos estudos preliminares de estabilidade

encontram-se descritas a seguir:

> Degradagao acida: a solucdo foi preparada transferindo-se 6 mL de agua
purificada para o frasco contendo o p6 para solucao injetavel e levando-se ao banho de
ultrassom por 20 minutos. Desta solucao, foi transferida uma aliquota de 1 mL para balao
volumétrico de 100 mL e o volume completado com HCl 0,1 M obtendo-se uma solucdo
com concentragao 1,25 mg/mL. A solucdo foi exposta durante uma hora a temperatura
ambiente. Apos este periodo, aliquota de 96 pL foi transferida para balao volumétrico de
10 mL completando-se o volume com fase mével obtendo-se solugdo com concentragao
de 12 pg/mL.

> Degradacao basica: a solucdo foi preparada transferindo-se 6 mL de agua
purificada para o frasco contendo o p6 para solucao injetavel e levando-se ao banho de
ultrassom por 20 minutos. Desta solugao foi transferida uma aliquota de 1 mL para balao
volumétrico de 100 mL e o volume completado com NaOH 0,1 M obtendo-se uma solucdo
com concentragao 1,25 mg/mL. A solucao foi exposta durante uma hora a temperatura
ambiente. Apos este periodo, aliquota de 96 pL foi transferida para baldo volumétrico de
10 mL completando-se o volume com fase mdvel obtendo-se solucdo com concentracado
de 12 pg/mL.

> Degradacao oxidativa: a solucdo foi preparada transferindo-se 6 mL de agua
purificada para o frasco contendo o p6 para solucao injetavel e levando-se ao banho de
ultrassom por 20 minutos. Desta solucado foi transferida uma aliquota de 1 mL para balao
volumétrico de 100 mL e o volume completado com H,0, 3% obtendo-se uma solucado
com concentracao 1,25 mg/mL. A solucdo foi protegida com papel aluminio e exposta
durante uma hora a temperatura ambiente. Apds este periodo, aliquota de 96 pL foi
transferida para baldo volumétrico de 10 mL completando-se o volume com fase mdvel
obtendo-se solugao com concentragao de 12 pg/mL.

> Degradagao térmica: os estudos de degradacdo térmica foram realizados em

estufa climatica (40°C e 75% de umidade relativa).
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O equivalente a 9 pesos médios do pd para solucdo injetavel e 9 frascos na
sua embalagem original foram colocados na camara. O pd para solugdo injetavel foi
retirado da sua embalagem original e colocado em placas de Petri. As andlises das
amostras expostas foram realizadas no tempo zero e 90 dias. Para o pd para solugao
injetavel, em cada tempo de andlise, retirou-se da cdmara uma quantidade de pdé
equivalente a 200 mg de cefuroxima sddica, que foi transferido para baldo volumétrico de
100 mL, perfazendo uma solucdo de 2000 pg/mL. Foi retirada uma aliquota de 10 mL e
transferida para balao volumétrico de 100 mL, completando a solugdo com agua. Desta
solucdo foi retirada uma aliquota de 3,0 mL e transferida para baldao volumétrico de
50 mL, obtendo-se concentracdo final de 12 pg/mL, completando a solugdo com fase
movel. Esta solucao foi levada para analise em CLAE. Para o pd na embalagem original,
em cada tempo de analise, retirou-se um frasco intacto da cdmara climatica e foi feita a
ressuspensao do contetdo com 6 mL de agua e levando-se ao banho de ultrassom por
20 minutos. Desta solucdo foi transferida uma aliquota de 1 mL para baldo volumétrico
de 100 mL e o volume completado agua obtendo-se uma solucdo com concentragao
1,25 mg/mL. Uma aliquota de 96 WL foi transferida para baldo de 10 mL completando-se
o volume com fase mével obtendo-se solugdo com concentracao de 12 pg/mL.

> Degradagao fotoquimica: este estudo foi desenvolvido em camara espelhada
contendo lampada UVC-254 nm, 20 W (45 cm de comprimento), com temperatura nao
superior a 25°C. As amostras eram compostas do pé em sua embalagem original e do pd
em uma placa de Petri que foram expostos a uma distancia de 10 cm da lampada. As
amostras foram preparadas conforme citado no item anterior para degradacao térmica.

As amostras foram dissolvidas na fase mdvel (metanol: agua) e filtradas em

membrana de nylon de 0,45 um antes da analise.

8.2.1.1 Método

O acompanhamento da degradacao das amostras foi realizado por CLAE, em
cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia Waters, citado no item 8.2.1. e por andlise
microbioldgica método de difusdo em agar.

Para a CLAE, a fase movel foi preparada a partir da mistura de metanol: agua
na proporcao 70:30. Todas as amostras foram dissolvidas em fase mdvel e filtradas em

membrana de nylon de 0,45 pm de poro antes da analise.
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Na analise microbioldgica, foi utilizado o método de difusdo em agar, com 3
placas de Petri, em cdmara de fluxo laminar com a transferéncia de 20 mL do meio de
cultura n° 1 de Grove-Randall para o preparo da camada base. Com auxilio de pipetador
automatico e, apds a solidificagdo da camada base, foram adicionados 5 mL de meio de
cultura n® 2 de Grove-Randall com indculo, Micrococcus luteus, a 2%. Em seguida foram
adicionados templates de ago inoxidavel estéreis, um em cada placa e com auxilio de
pipetador automatico, 200 uL das solugGes padrao e amostra foram adicionados em

delineamento 3 x 3 (Figura 17).

8.2.1.2 Resultados

8.2.1.2.1 Degradagao acida

O cromatograma obtido por CLAE para cefuroxima sodica p6é para solucao

injetavel, na concentracao de 12 ug/mL, submetido a condicdo de degradacao acida, esta
apresentado na Figura 24.
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Figura 24: Cromatograma de cefuroxima sodica pd para solucdo injetavel, na concentracdo de
12 pg/mL, representando a degradagdo acida em HCl 0,1 M. Fase mével: metanol: agua (70:30),
utilizando coluna C18 Wat 054275 (Milford, MA) de dimensdes 150 mm x 4,6 mm, tamanho de

particula de 5 um e pré-coluna Waters.
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8.2.1.2.2 Degradacao basica

O cromatograma obtido por CLAE para cefuroxima sédica pd para solucao
injetavel, na concentracdo de 12 pg/mL, submetido a condicdo de degradacdo basica,

esta apresentado na Figura 25.
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Figura 25: Cromatograma de cefuroxima sddica pé para solucao injetavel, na concentracdo de 12
ug/mL, representando a degradagdo basica em NaOH 0,1 M. Fase movel: metanol: agua (70:30),
utilizando coluna C18 Wat 054275 (Milford, MA) de dimensdes 150 mm x 4,6 mm, tamanho de

particula de 5 ym e pré-coluna Waters

8.2.1.2.3 Degradacao oxidativa

O cromatograma obtido por CLAE para cefuroxima sodica p6é para solucao
injetavel, na concentracdo de 12 pg/mL, submetido a condicdo de degradacao oxidativa,
esta apresentado na Figura 26.
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Figura 26: Cromatograma de cefuroxima sddica p6 para solugdo injetavel, na concentracdo de 12
hg/mL, representando a degradacao oxidativa em H,0, 3%. Fase mdvel: metanol: agua (70:30),
utilizando coluna C18 Wat 054275 (Milford, MA) de dimensGes 150 mm x 4,6 mm, tamanho de

particula de 5 ym e pré-coluna Waters
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8.2.1.2.4 Degradacao térmica

O cromatograma obtido por CLAE para cefuroxima sédica pé para solucao
injetavel, na concentracdao de 12 pg/mL, no periodo de 90 dias, submetido a condicao de
degradacdo em camara climatica (40°C/75%), esta apresentado na Figura 27.
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Figura 27: Cromatograma de cefuroxima sddica pd para solucao injetavel, na concentracdo de 12
hg/mL, expostos durante 90 dias, em camara climatica (40°C/75%), representando a degradagao
térmica. Fase mdvel: metanol: agua (70:30), utilizando coluna C18 Wat 054275 (Milford, MA) de

dimensdes 150 mm x 4,6 mm, tamanho de particula de 5 um e pré-coluna Waters

8.2.1.2.5 Degradagao fotoquimica

O cromatograma obtido por CLAE para cefuroxima sédica pd para solucao
injetavel, na concentracdo de 12 pg/mL, no periodo de 30 dias, submetido a condicdo de
degradacao fotoquimica em lampada UVC-254 nm, 20 W (45 cm de comprimento), com

temperatura nao superior a 25°C, esta apresentado na Figura 28.
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Figura 28: Cromatograma de cefuroxima sddica p6 para solugdo injetavel, na concentracdo de 12
hg/mL, exposto durante 30 dias, em lampada UVC-254 nm, 20 W (45 cm de comprimento), com

temperatura ndo superior a 25°C. Fase mével: metanol: agua (70:30).
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O cromatograma obtido por CLAE para cefuroxima sédica pd para solucao
injetavel em sua embalagem original, na concentracdo de 12 pg/mL, no periodo de
30 dias, submetido a condicdo de degradacdo fotoquimica em lampada UVC-254 nm,
20 W (45 cm de comprimento), com temperatura ndo superior a 25°C, esta apresentado

na Figura 29.
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Figura 29: Cromatograma de cefuroxima sédica pd para solucdo injetavel em sua embalagem
original, na concentracdo de 12 pg/mL, exposto durante 30 dias, em lampada UVC-254 nm, 20 W
(45 cm de comprimento), com temperatura ndo superior a 25°C. Fase mdvel: metanol: agua
(70:30).

8.2.1.3 Discussao

Embora o desenvolvimento de uma ampla escala de produtos farmacéuticos
requeira flexibilidade de como o teste de estresse é conduzido, muitas industrias aplicam
extremas condicOes de estresse rotineiramente e a explicacdo destes procedimentos, nao
sao fornecidos. Um exemplo tipico é a utilizacdo de HCl 0,1 Me NaOH 0,1 M em refluxo
por 8 horas o que geralmente geram produtos de degradagao irrelevantes (KLICK et al.,
2005).

Neste trabalho expomos a cefuroxima sodica pd para solucdo injetavel em
diversas condicdes de estresse, acida, basica, oxidativa, fotoquimica e térmica, para
verificar a estabilidade preliminar de cefuroxima sddica pd para solugao injetavel.

Durante o processo de degradacdo da cefuroxima sddica pd para solucao
injetavel, produtos da reacao foram formados exibindo coloragdao amarela, marrom clara
e escura.

No estudo de degradacao acida observa-se que a diminuicdo do pH nao

influencia na resolucao do pico, mas ha formacao de produtos de degradagao apods a

1000
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exposicao no tempo pré-estabelecido. Esta degradacdo ocorre rapidamente. Em relacao a
degradagdo basica, o farmaco é bem mais sensivel, sendo bastante degradado. Observa-
se uma cauda no pico de retencao devido ao aumento do pH, o que altera a resolucao do
pico, alargando-o.

Abdel-Hamid (1998), Berendsen e colaboradores (2009) demonstraram em
seus estudos para outras cefalosporinas, a influéncia do pH e concluiram que cada
cefalosporina apresenta um comportamento frente a diferentes valores de pH.

Na degradacdo oxidativa pode-se observar uma maior sensibilidade do
farmaco, pois houve reducao no teor de cefuroxima sodica e presenca de dois produtos
de degradacao que forneceram tempos de retencao de 3,0 e 5,5 minutos
respectivamente. Este estudo teve como objetivo avaliar se a cefuroxima é sensivel a
oxidacdo. Em relacdao a exposicdo a camara climatica, utilizando como parametros a
temperatura de 40°C e 75% de umidade, a cefuroxima mostrou-se sensivel, porem
apresentou degradacdao mais lenta.

Em relagdao a degradacao fotoquimica, a cefuroxima sédica p6é para solucdo
injetavel, demonstrou em sua andlise visual, modificacdes significativas nas
caracteristicas organolépticas. A coloragdo, que era ligeiramente amarelada, se
intensificou até o final do tempo de estudo (30 dias), chegando ao final do experimento
completamente marrom. Observou-se também a formacdo de produtos de degradacao,
com tempo de retencgdo de 3,0 e 5,5 minutos respectivamente, para a cefuroxima sodica
em sua embalagem original, e em ambos os casos houve uma diminuicdo no teor do
farmaco.

Com base nos resultados obtidos, os quais demonstraram alteracao nas
caracteristicas organolépticas (em todas as amostras), na porcentagem residual de
cefuroxima sodica e aparecimento de produtos de degradacdo nos cromatogramas, é
possivel afirmar que houve degradacao do farmaco.

Com isso, verifica-se a importancia de proteger este farmaco da luz, inclusive

durante todo o processo de producao do medicamento.

8.2.2 Estudo da degradacao térmica da cefuroxima sddica

Dados da literatura indicam que cefalosporinas sdo estaveis a temperatura de

24°C, porém sofrem inicios de degradagao em solucao aquosa a 37°C (MANDURU et al.,
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1996; ROGER; ARRUDA; HAVERSTICK, 1996). Zajac e colaboradores (2003) estudaram a
influéncia da temperatura na cefuroxima axetil e identificaram dois esteroisomeros: anti-
cefuroxima axetil e A-3-cefuroxima axetil. Os produtos de degradacao estao
apresentados na Figura 30. No entanto, ndo especifica a estabilidade em preparacdes de

cefuroxima sodica na forma sdlida (pd para solugdo injetavel).
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Figura 30: Cefuroxima axetil (1) e seus produtos de degradacdo: anti-cefuroxima axetil (2) e A-3-

cefuroxima axetil (3).

Para testar a estabilidade térmica da cefuroxima sddica, nesta forma
farmacéutica, foram colocados em cadmara climatica, e mantida a 40 + 2°C/75% UR, trés
frascos da amostra, em embalagem de vidro incolor original, e trés frascos contendo
solucao aquosa (125 mg/mL) de cefuroxima sddica.

As amostras da embalagem original foram coletadas nos tempos de exposicao
de 0, 1, 7, 14, 21, 28, dias. As solucOes aquosas (125 mg/mL) foram coletadas apds 0, 1,
2, 6, 12 e 24 horas de exposigao.

8.2.2.1 Analise em CLAE

Apds o tempo de exposicao, pesou-se o equivalente a 10,0 mg das amostras
expostas em sua embalagem original (pé para solucao injetavel) e transferiu-se para

baldo volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com agua. Desta solugao foi
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transferida aliquota de 120 uL para baldo volumétrico de 10 mL e o volume foi
completado com fase mdvel, obtendo-se concentracao tedrica de 12,0 pg/mL.

Para a analise das solugdes aquosas transferiu-se aliquota de 96 WL da solucao
a 125 mg/mL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com fase mdvel
para analise cromatografica obtendo-se concentracao de 12,0 pg/mL.

Todas as amostras analisadas foram filtradas em membrana de tamanho de
poro 0,45 pum. Amostra armazenada a temperatura ambiente e ao abrigo da luz foi

utilizada como controle.

8.2.2.1.1 Resultados

A Tabela 67 apresenta os resultados obtidos com o pd para injecao de
cefuroxima sodica em sua embalagem original mantidas em camara climatica a 40 +
20C/75% UR, pelo método de CLAE.
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Tabela 67: Quantificagdo de p6 para injecao de cefuroxima sodica em sua embalagem original

mantidas em camara climatica a 40 + 2°C/75% UR, analisados por CLAE

Tempo de exposicao Teor médio (%) +

) Area Teor (%) DPR (%)
(dias) e.p.m.

691548 100,01

0 690879 99,91 100,01 + 0,30 0,79
692458 100,14
690978 99,93

1 689988 99,78 99,86 + 0,25 0,56
690931 99,92
629305 91,01

7 631458 91,32 91,16 + 0,35 1,08
630587 91,20
590458 85,39

14 587325 84,94 85,19 + 0,42 1,62
589745 85,29
490896 70,99

21 489431 70,78 70,67 + 0,54 2,64
485758 70,25
429896 62,17

28 430568 62,27 62,48 + 0,60 3,22
435782 63,02

A Tabela 68 apresenta os resultados obtidos com a solucao de cefuroxima

sddica mantida em camara climatica a 40 + 2°C/75% UR, pelo método de CLAE.
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Tabela 68: Quantificacdo de cefuroxima sddica solucdo mantida em cadmara climatica a 40 *
2°9C/75% UR, analisados por CLAE

Tempo de exposicao Teor médio (%) +

Area Teor (%) DPR (%)
(horas) e.p.m.
694897 100,49
0 695132 100,53 100,41 + 0,34 1,03
693235 100,26
695478
100,58
1 693589
100,31 100,51 + 0,38 1,32
696152
100,68
688897
99,63
2 690432
99,85 99,71 + 0,30 0,79
689327
99,69
680458 98,41
6 681527 98,56 98,63 + 0,47 1,99
684328 98,96
628932 90,96
12 625745 90,50 90,76 + 0,43 1,69
628327 90,87
498564 72,11
72,23 + 0,31
24 500258 72,35 0,87
499798 72,28

8.2.2.2 Analise microbioldgica

Para a analise microbioldgica foi preparada uma solucdo pesando-se 50,0 mg
de cefuroxima sddica exposta em sua embalagem original (pd para solugdo injetavel), e
transferindo-a para baldo volumétrico de 100,0 mL completando o volume com agua
purificada para obtencao de uma solugao com concentragao de 500 pg/mL. Desta
solugao, foram tomadas aliquotas de 0,6; 1,2 e 2,4 mL e transferidas para baldao

volumétrico de 10,0 mL, completando o volume com agua purificada, obtendo-se
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solugdes com concentracao de 30,0; 60,0 e 120,0 ug/mL, respectivamente.

Para o teste da solucdo foi retirada aliquota de 40 L da solugdo a 125 mg/mL
e transferida para balao volumétrico de 10 mL completando o vlume com agua purificada
e obtendo uma concentragao de 500 pg/mL. Desta solucdo, foram tomadas aliquotas de
0,6; 1,2 e 2,4 mL e transferidas para balao volumétrico de 10,0 mL, completando o
volume com agua purificada, obtendo-se solugdes com concentracdo de 30,0; 60,0 e

120,0 pg/mL, respectivamente.

8.2.2.2.1 Resultados

A Tabela 69 apresenta os resultados obtidos com o pd para injecao de
cefuroxima sodica em sua embalagem original mantidas em camara climatica a 40 +

20C/75% UR, por ensaio microbioldgico-método de difusdo em agar.
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Tabela 69: Quantificagdo de p6 para injecao de cefuroxima sodica em sua embalagem original

mantidas em camara climatica a 40 £ 2°C/75% UR, por ensaio microbioldgico-método de difusao

em agar
Tempo de exposicdo Concentracao Teor médio (%) +
. Teor (%) DPR (%)
(dias) (pg/mL) e.p.m.
121,35 101,12
0 120,95 101,79
101,06 + 0,08 0,25
121,54 101,28
115,85 96,54
1 114,58 95,48 1,44
95,23 + 0,40
112,41 93,67
105,89 88,24
7 104,45 87,04 88,42 + 0,41 1,48
107,98 107,98
100,65 83,87
14 102,36 85,30
84,44 + 0,25 0,75
100,98 84,15
80,78 67,31
21 79,63 66,35 67,19 + 0,29 0,79
81,52 67,92
73,16 60,96
28 70,59 58,82 60,85 + 0,65 1,96
75,31 62,75

A Tabela 70 apresenta os resultados obtidos com a solucao de cefuroxima
sédica mantida em camara climatica a 40 = 2°C/75% UR, por ensaio microbioldgico-

método de difusdo em agar.
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Tabela 70: Quantificacdo de cefuroxima sddica solucdo mantida em camara climatica a 40 *

20C/75% UR, por ensaio microbioldgico-método de difusdo em agar

Tempo de exposicao Concentracao Teor médio (%) +

Teor (%) DPR (%)
(horas) (pg/mL) e.p.m.

121,78 101,48

0 122,36 101,96 101,11 + 0,36 1,09
119,85 99,87
120,96 100,80

1 121,85 101,54 100,94 + 0,18 0,54
120,57 100,47
119,58 99,65

2 118,69 98,91 99,09 + 0,16 0,49
118,45 98,71
116,98 97,48

6 116,87 97,39 97,05+ 0,22 0,67
115,52 96,27
107,85 89,87

12 106,36 88,63 88,83 £ 0,32 0,96
105,58 87,98
84,56 70,47

24 83,39 69,49 69,67 £ 0,24 0,47
82,87 69,06

A Figura 31 representa os teores de cefuroxima pd para solucdo injetavel
obtidos por CLAE (A) e por ensaio microbioldgico (B), apds a exposicao a temperatura,

por um periodo de 28 dias.
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Figura 31: Representacdo grafica dos teores de cefuroxima po para solugdo injetavel obtidos apds

exposicao a camara climatica 40 £ 2°C/75% UR por CLAE (A) e por ensaio microbioldgico (B) por

um periodo de 28 dias.

A Figura 32 representa os teores de cefuroxima solugao obtidos por CLAE (A)

e por ensaio microbioldgico (B), apds a exposicao a temperatura, por um periodo de 24

horas.
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Figura 32: Representacao grafica dos teores de cefuroxima solugdo obtidos apds exposicdo a

cadmara climatica 40 £ 2°C/75% UR por CLAE (A) e por ensaio microbioldgico (B) por um periodo

de 24 horas.

Daniela Cristina de Macedo Vieira

193



Estabilidade

8.2.2.3 Discussao

O estudo da degradacao térmica demonstrou que a cefuroxima sddica, tanto
na forma sdlida (pd para solucdao injetavel) quanto na solucdo, € susceptivel a
temperatura nas condigoes estudadas.

Em seus estudos, Gaspar e colaboradores (2002) observaram que a
degradacao da cefuroxima é totalmente dependente da dgua e da temperatura as quais
originam quatro diferentes produtos (na sua maioria desconhecidos) resultantes da
influéncia da temperatura. O produto D1 (9,209 min) é um composto instavel e que foi
totalmente decomposto pelo tempo onde o composto original desapareceu na solugao.
Os compostos D2 (14,916 minutos), D3 (11,949 min) e D4 (10,665) comegcam a se
formar somente apos cerca de 50 h apds a dissolucao do antibidtico.

Em nosso trabalho as andlises foram feitas expondo trés frascos da
embalagem original e trés frascos contendo a solugdo de cefuroxima sédica em camara
climatica ajustada a 40 = 2°C/75% UR, forcando condicOes extremas de analise. Este
estudo teve como objetivo verificar o decaimento do teor de cefuroxima sédica durante o
periodo de 28 dias para o p6 para solucdo injetavel e 24 horas para a solucdo e também
verificar a formacao de possiveis produtos de degradacao.

As Tabelas 67 e 69 mostram a diminuigdo dos teores de cefuroxima pé para
solugdo injetavel mantida em cadmara climatica a 40 + 2°C/75% UR determinados pelos
métodos propostos de cromatografia liquida de alta eficiéncia e ensaio microbioldgico.

Os resultados demonstraram que a amostra sodlida (cefuroxima pd para
solucdo injetavel) apresenta diminuicdo no teor de forma semelhante pelos dois métodos,
porém, o ensaio microbioldgico apresentou maior sensibilidade em detectar a diminuicao
da atividade antimicrobiana, demonstrando teores de 101,06%, 95,23%, 88,42%,
84,44%, 67,19%, 60,85% apds a exposicao a temperatura repectivamente, durante
28 dias, enquanto o método cromatografico demonstrou teores de 100,01%, 99,86%,
91,16%, 85,19%, 70,67 e 62,48% respectivamente nas mesmas condicoes (tipo e tempo
de exposicao).

Os resultados mostraram ainda que a temperatura interfere na estabilidade da
cefuroxima pod para solucado injetavel (amostra sélida) de maneira semelhante, havendo
perdas correspondentes nos teores do farmaco e, praticamente, na mesma velocidade,

conforme pode ser verificado.
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As tabelas 68 e 70 indicam a diminuigdao nos teores de cefuroxima solugao
exposta a temperatura quando comparado a diminuicao dos teores na forma sélida.

De acordo com o observado para a forma sdlida, o ensaio microbiolégico
mostrou-se mais sensivel que o método cromatografico, com valores de 101,11%,
100,94%, 99,09%, 97,09%, 97,05%, 88,83% e 69,67% durante 24 horas
respectivamente para a exposicao a temperatura contra teores de 101,41%, 100,51%,
99,71%, 98,63% 90,76% e 72,23% nas mesmas condigoes (tipo e tempo de exposicao).

Os resultados revelam a contribuicao da agua na aceleracao das reacdes de
degradagao de farmacos (EV, 2003). Quando a decomposicao do farmaco é resultante de
uma reacao de hidrdlise, como é o caso do anel B-lactdmico, um efetivo meio de
estabilizar a molécula é limitar o contato do farmaco com a agua, o que é facilmente
alcancado pela utilizacdo de formas de dosagens sélidas, como é o caso da cefuroxima, a
qual normalmente encontra-se disponivel na apresentacdo extemporanea de p6 para
solucdo injetavel, justamente em funcao da sua instabilidade em formulacgdes liquidas em
poucas horas, conforme pode ser verificado no presente trabalho.

8.2.3 Estudo da fotodegradacao da cefuroxima sddica

E sabido que a acdo de agentes fisicos tais como: calor, luz, umidade e gases,
podem causar alteracdes quimicas e modificacoes nas caracteristicas organolépticas de
uma determinada substancia. Pode ocorrer a formacdo de produtos tdxicos e/ou a perda
parcial ou total da atividade terapéutica do farmaco.

Entre esses agentes, destaca-se a luz, que pode causar reacdes fotoquimicas.
Esta é uma via de degradacao de elevada importancia para medicamentos, tanto no
periodo de elaboracdo, como na fase de armazenamento (NUDELMAN, 1975). Uma
reacao fotoquimica é iniciada pela absorcao de radiacdo eletromagnética (CANET; MANI,
1972). Neste caso, uma das condicdes para que a reacgao fotoquimica se realize é que a
molécula do farmaco absorva radiacdo emitida por uma fonte. A maioria dos principios
ativos empregados na preparagao de medicamentos apresenta maximos de absorcao na
regiao do ultravioleta do espectro eletromagnético. A radiacao ultravioleta é muito
energética e pode fotolisar muitas ligacdes quimicas com degradacao da molécula. Desta
forma, é importante conhecer a fotoestabilidade das substancias utilizadas em

medicamentos e os fotoprodutos formados.
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Dados da literatura ndo descrevem a fotoestabilidade quimica e fotoprodutos
da cefuroxima, desta forma, neste trabalho trés amostras, na embalagem original (frasco
de vidro incolor) e trés frascos contendo solucao aquosa (125 mg/mL) de cefuroxima
foram colocados sobre um suporte, de tal modo que todas as amostras foram mantidas a
uma distancia constante e igual a 4 cm da fonte de irradiacdo.

As amostras foram coletadas nos tempos de exposicao de 1, 7, 14, 21 e
28 dias. As solucOes aquosas (125 mg/mL) foram coletadas apds 6, 12 e 24 horas de

€xposicao.

8.2.3.1 Analise em CLAE

Apds o tempo de exposicdo, pesou-se o equivalente a 10,0 mg das amostras
expostas em sua embalagem original (p6é para solucdo injetavel) e transferiu-se para
baldao volumétrico de 10 mL, completando-se o volume com agua. Desta solucdo foi
transferida aliquota de 120 pL para baldao volumétrico de 10 mL e o volume foi
competado com fase mével (metanol: agua, 70:30), obtendo-se concentragao tedrica de
12,0 pg/mL.

Para a analise das solucdes aquosas transferiu-se aliquota de 96 L da solucao
a 125 mg/mL para baldo volumétrico de 10 mL e completou-se o volume com fase movel
(metanol: agua, 70:30) para anadlise cromatografica obtendo-se concentracdo de
12,0 pg/mL.

Todas as amostras analisadas foram filtradas em membrana de tamanho de

poro 0,45 pm e volumes de 20 pL foram injetados.

8.2.3.1.1 Resultados

A Tabela 71 apresenta os resultados obtidos com o pd para injecdo de
cefuroxima sédica em sua embalagem original exposta a radiacao UV, pelo método de
CLAE.
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Tabela 71: Quantificagdo de p6 para injecao de cefuroxima sodica em sua embalagem original

exposta a radiacdo UV, pelo método de CLAE

Tempo de exposicao Teor médio (%) +

] Area* Teor (%) DPR (%)
(dias) e.p-m.
688298 99,54
0 686597 99,29 99,56 + 0,17 0,27
690458 99,85
682698 98,73
1 679432 98,25 98,51 + 0,16 0,24
681327 98,53
679458 98,26
7 675896 97,74 97,99 + 0,17 0,26
677412 97,96
671835 97,15
14 673478 97,39
97,16 + 0,16 0,23
670298 97,94
665789 96,28
21 663258 95,92 96,20 + 0,16 0,24
666485 96,38
659468 95,37
95,54 + 0,16 0,15
28 656608 95,57
661532 96,66

*Cada valor é a média de trés determinagdes.
DPR = desvio padrdo relativo
e.p.m. = erro padrdo médio

A Tabela 72 apresenta os resultados obtidos com a solucao de cefuroxima

sddica exposta a radiacao UV, pelo método de CLAE.
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Tabela 72: Quantificacdo de cefuroxima sddica solugao exposta a radiacdo UV, pelo método de
CLAE

Tempo de exposicao Teor médio (%) +

Area* Teor (%) DPR (%)
(horas) e.p.m.

690471 99,85

0 692879 100,20 100,21 + 0,20 0,36
695432 100,57
675698 97,72

6 672548 97,26 97,53 + 0,16 0,24
674896 97,60
605789 87,61

12 604369 87,40 87,33+ 0,19 0,32
601458 86,98
599487 86,69

24 598756 86,59 86,73 + 0,13 0,16
600987 86,91

*Cada valor é a média de trés determinagdes.
DPR = desvio padrao relativo
e.p.m. = erro padrdao médio

8.2.3.2 Andlise microbioldgica

Para a analise microbioldgica foi preparada uma solucdo pesando-se 50,0 mg
de cefuroxima sddica exposta em sua embalagem original (p6 para solucao injetavel), e
transferindo-a para baldo volumétrico de 100,0 mL completando o volume com agua
purificada para obtencao de uma solugao com concentragao de 500 pg/mL. Desta
solucao, foram tomadas aliquotas de 0,6; 1,2 e 2,4 mL e transferidas para baldo
volumétrico de 10,0 mL, completando o volume com agua purificada, obtendo-se
solugdes com concentracao de 30,0; 60,0 e 120,0 ug/mL, respectivamente.

Para o teste da solugao foi retirada aliquota de 40 pL da solugao a 125 mg/mL
e transferida para balao volumétrico de 10 mL completando o vlume com agua purificada
e obtendo uma concentragao de 500 pg/mL. Desta solucao, foram tomadas aliquotas de
0,6; 1,2 e 2,4 mL e transferidas para baldo volumétrico de 10,0 mL, completando o
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volume com agua purificada, obtendo-se solugdes com concentracdo de 30,0; 60,0 e

120,0 pg/mL, respectivamente.

8.2.3.2.1 Resultados

A Tabela 73 apresenta os resultados obtidos com o pd para injecao de
cefuroxima sddica em sua embalagem original exposta a radiacdo UV, por ensaio
microbiolégico-método de difusdo em agar.
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Tabela 73: Quantificagdo de pd para injecao de cefuroxima sodica em sua embalagem original

exposta a radiacdo UV, por ensaio microbioldgico-método de difusdao em agar

Tempo de exposicao Concentragao Teor médio (%) +
] Teor (%) DPR (%)
(dias) (pg/mL) e.p.m.

119,87 98,79

0 121,56 100,18 100,08 + 0,37 1,24
122,87 102,26
118,56 97,714

1 116,89 96,33 96,34 + 0,39 1,37
115,23 94,96
117,56 96,88

7 118,93 98,01 96,99 + 0,33 0,97
116,58 96,08
115,81 95,44

14 113,56 93,59 94,02 + 0,37 1,27
112,87 93,02
114,25 94,16

21 115,69 95,34 94,32 + 0,32 0,94
113,43 93,48
113,58 93,60

28 114,61 94,45 93,56 + 0,32 0,92
112,37 92,61

DPR = desvio padrao relativo
e.p.m. = erro padrdo médio

A Tabela 74 apresenta os resultados obtidos com a solucao de cefuroxima

sddica exposta a radiacao UV, por ensaio microbiolégico-método de difusao em agar.
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Tabela 74: Quantificacdo de cefuroxima sédica solucdo sddica exposta a radiacdo UV, por ensaio
microbiolégico-método de difusdo em agar.

Tempo de exposicao Concentragao Teor médio (%) +
Teor (%) DPR (%)
(horas) (pg/mL) e.p.m.

121,56 100,18

0 122,89 101,27 101,13 + 0,31 0,88
123,68 101,93
117,32 96,67

6 115,98 95,58 95,48 + 0,37 1,27
114,25 94,16
106,46 88,17

12 109,79 90,93 89,32 + 0,40 1,43
107,32 88,88
101,32 83,91

24 100,98 83,63 83,42 + 0,26 0,63
99,87 82,71

DPR = desvio padrao relativo
e.p.m. = erro padrdo médio

A Figura 33 representa os teores de cefuroxima pd para solucdo injetavel
obtidos por CLAE (A) e por ensaio microbioldgico (B), apds a exposicao a temperatura,

por um periodo de 28 dias.
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Figura 33: Representacdo grafica dos teores de cefuroxima pd para solucgdo injetavel obtidos apds

exposicao a radiagdo UV por CLAE (A) e por ensaio microbioldgico (B) por um periodo de 28 dias.

A Figura 34 representa os teores de cefuroxima solugao obtidos por CLAE (A)
e por ensaio microbioldgico (B), apds a exposicao a temperatura, por um periodo de 24

horas.
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Figura 34: Representacdo grafica dos teores de cefuroxima solugdo obtidos apds exposicdo a
radiagdo UV por CLAE (A) e por ensaio microbioldgico (B) por um periodo de 24 horas.

8.2.3.3 Discussao

O estudo de fotodegradacao demonstrou que a cefuroxima é suceptivel a luz

UVC (254 nm) nas condicOes estudadas.
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As diminuicGes nos teores do farmaco podem ser visualizadas nas Figuras 33 e
34, respectivamente para a amostra sélida (pd para solucao injetavel) e para a solugao,
onde essa diminuicdo mostra-se nitida em funcao do tempo de exposicao.

Esse fato confirma a necessidade do correto armazenamento do
medicamento, uma vez que os processos degradativos tém inicio quando condicdes
adversas de luminosidade, temperatura e/ou radiagdao estdo presentes. Os resultados
indicam que o farmaco deve ser utilizado imediatamente apds a preparacdao da solucao
aquosa; periodos de tempo maiores devem ser analisados caso a caso.

O ensaio microbioldgico pelo método de difusdo em agar-cilindros em placas
monstrou maior sensibilidade em detectar a diminuicdo da atividade antimicrobiana de
cefuroxima que o método cromatografico, indicando ser de extrema importancia a sua
realizacdo em produtos que necessitam da confirmagao de sua atividade bioldgica, como
€ o caso dos farmacos antimicrobianos.

O método desenvolvido e validado em CLAE demonstrou a capacidade de
diferenciar os produtos de degradacao do farmaco ndo degradado. Podemos observar
nas Tabelas 71 e 72, respectivamente para amostra sdlida e solugdo, o decaimento do
teor de cefuroxima, apds os tempos de exposicao pré—determinados. Apds exposicao de
28 dias, o po para solucdo injetavel exposto a luz UVC, apresentou teor residual de
95,54% e apos exposicao de 24 horas da solugao, o teor de 86,73%.

A Figura 33 mostra que a amostra sdlida (p6 para solucao injetavel) de
cefuroxima apresenta um decaimento mais drastico no teor do farmaco quando
comparado com a solugao (Figura 34). Esse fato confirma a necessidade do correto
armazenamento do medicamento, uma vez que os processos degradativos tém inicio
quando condigOes adversas de luminosidade, temperatura e/ou radiacdao estao presentes.
Os resultados indicam que o farmaco deve ser utilizado imediatamente apds a preparagao

da solucao aquosa; periodos de tempo maiores devem ser analisados caso a caso.

8.2.3.4 Discussao Geral

O estudo da estabilidade de cefuroxima sodica pd para solucao injetavel foi
um dos objetivos deste trabalho, tendo em vista a pequena quantidade de informagdes
na literatura. Os trabalhos encontrados citam a susceptibilidade da cefuroxima axetil a
degradagdo basica (ZAJAC et al., 2003; IVANA; LJILJANA; MIRA, 2006).
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Neste capitulo inicialmente, foram realizados os testes preliminares a fim de
conhecer quais os fatores eram importantes para a degradacao da cefuroxima sddica.

Observamos que o farmaco é sensivel a degradacao acida, alcalina oxidativa e
apresenta diferencas nos cromatogramas obtidos em CLAE quando preparada em
solugdes de acido cloridrico, hidroxido de sodio ou perdxido de hidrogénio. Assim,
solugdes cefuroxima sddica devem ser utilizadas em curto periodo de tempo apds a
preparacao, além da necessidade de abrigo da luz, evitar a exposicao a altas
temperaturas e controlar possiveis variagdes de pH. Tais requisitos s3ao de extrema
importancia para a seguranca do medicamento, pois segundo Nudelman (1975) “o que
pode acontecer a um paciente, gravemente enfermo, que recebe um medicamento
deteriorado, que ndo contém as doses terapéuticas prescritas, ou se a contém, ndo esta

biologicamente disponivel”?

Daniela Cristina de Macedo Vieira 204



9 — Conclusoes




Conclusoes

No presente trabalho foi possivel desenvolver e validar novos métodos para
determinacao quantitativa de cefuroxima sodica, verificando-se a importancia dos
parametros de validacdo realizados para a aceitabilidade de cada novo método proposto.

Os métodos para andlise qualitativa de cefuroxima sddica na forma farmacéutica
injetavel, propostos neste trabalho sdao métodos relativamente simples. As analises
qualitativas permitiram caracterizar o farmaco através da espectrofotometria nas regides
infravermelho, visivel e ultravioleta, da cromatografia em camada delgada e das reacoes de
coloracao, que demonstraram resultados positivos quando comparados com aqueles da SQR.

As determinacbes de faixa de fusdao, umidade, residuo por incineracao,
solubilidade e caracteres fisicos permitiram verificar a possivel presenca de impurezas na
SQR e o estudo de analise térmica, realizado pelo método termogravimétrico, foi possivel
demonstrar que a cefuroxima sddica SQR nao apresentou degradacdes ou impurezas antes
do desenvolvimento dos métodos quantitativos.

Os métodos espectrofotométricos sao largamente utilizados nas analises
guantitativas de farmacos por apresentarem bom nivel de exatiddo e precisdo. Muitos
autores admitem que estes métodos, quando bem conduzidos, apresentam valores de
exatidao e precisao compativeis com os niveis de exigéncia adotados nos cédigos oficiais. Em
relacdo a sensibilidade, pode ser feita certa restricdao devido a imensa diversificacdo das
estruturas quimicas encontradas entre os farmacos. O uso de equipamentos relativamente
simples e a utilizacdo da agua como solvente/reagente para a determinacdo das analises
espectrofotométricas, junto a facilidade de execucao, constituem vantagens
complementares, que justificam o largo emprego do método no controle de qualidade. A
estes fatores, soma-se o custo relativamente baixo.

Entre os métodos modernos de andlise e de utilizacdo considerada indispensavel
por laboratdrios, a cromatografia ocupa lugar de destaque, devido a sua facilidade em
efetuar separacdo, identificacdo e quantificacdo das espécies quimicas. Dentre os diversos
tipos existentes, a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) é uma das mais utilizadas,
devido a sua caracteristica mais importante, que é a elevada eficiéncia atingida. A CLAE
utiliza equipamentos sofisticados que podem ser totalmente automatizados e apresenta
capacidade de realizar separagcdes e analises quantitativas de uma grande quantidade de
compostos presentes em varios tipos de amostras, mesmo em pequenas quantidades, em
escala de tempo de poucos minutos, com alta exatiddo, precisao e sensibilidade. As
amostras podem ser liquidas ou sdlidas; os gases sdo as Unicas amostras que ndo podem ser

determinadas por este tipo de cromatografia.
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Mesmo apresentando tantas vantagens, a CLAE também tem algumas restricoes,
como por exemplo, o alto custo na aquisicao da instrumentagao, na manutencao das fases
moveis de alto grau de pureza e das colunas, além da geracdo de residuos devido ao maior
consumo de solventes.

O ensaio microbioldgico € um método que ndo se restringe a quantificacdo de
farmacos, mas que pode também ser empregado na observacao de mudangas nas
caracteristicas de poténcia destas substancias frente aos microrganismos-teste (USP 32,
2009). Além disto, é capaz de determinar a poténcia em concentragbes baixas de analito.
Métodos microbioldgicos sdo os Unicos capazes de determinar a poténcia de agentes
antimicrobianos e, embora consumam maior tempo de andlise, esta desvantagem foi
praticamente eliminada com a validacdo de um ensaio turbidimétrico.

Os métodos titulométricos apresentam aparelhagem simples e sao de rapida
execucao, porém sua reagao deve ser simples e praticamente instantanea ou com grande
velocidade. Apresentam como desvantagens o ponto final da titulacdo, que na maioria das
vezes é realizada através de mudanca de cor verificada pela visao humana. Um segundo
aspecto negativo a ser dito, € o consumo de maior quantidade de amostra, comparada aos
outros métodos.

No estudo de estabilidade, foi possivel concluir que a cefuroxima sodica sofre
degradacdo tanto na forma sdlida (pé para solucdo injetavel) como na forma liquida
(solugao) quando exposta a fatores como temperatura e radiacao. O estudo de estabilidade
procurou demonstrar a importancia do correto armazenamento de farmacos, dando énfase a
protecao contra exposicao a temperatura elevada ou radiagdo, a fim de se garantir os teores
de farmaco aceitaveis durante o periodo de validade do medicamento.

Desta forma podemos eleger o método cromatografico como seletivo, sensivel,
preciso, exato nos permitindo a separacao dos componentes de uma amostra; sendo
aplicavel ao estudo dos produtos de decomposicdo. Quanto ao método UV, de segunda
escolha por ser menos seletivo, mas como capacidade de quantificacdo de pequenas
quantidades de analito e com custo relativamente menor que um cromatdgrafo CLAE.

O método microbioldgico, embora sensivel e util na avaliacao da poténcia do
analito frente ao micro-organismo indicador, apresenta algumas dificuldades de execugao
como aquisicao das cepas por seu custo, padronizacdo das placas, camadas de agar base e
indculo, insercao dos cilindros sobre a superficie do agar, controle de temperatura da estufa

de cultura bem como medicao do halo de inibicao pelo analista.
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Quanto aos métodos por titulometria, contam como pontos positivos a facilidade
de aquisicao de vidrarias, mas em se tratando de calibragdes, o custo aumenta cerca de 4
vezes o preco da mesma; reagentes e solugles, ha a necessidade de padronizacdo e correto
preparo, o ponto final ou de viragem também pode ser influenciado pelo observador no
reconhecimento da mudancga de cor; porém se faz necessario ponderar que a quantidade de
amostra empregada no ensaio se torna bem maior devido a baixa sensibilidade destes

métodos em questdo.
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